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1 Einleitung 
 
1.1 Kopf-Hals-Tumoren 
1.1.1 Epidemiologie 
Malignome des Kopf-Hals-Bereiches machen in der Bundesrepublik 
Deutschland einen Anteil von 4,8 % (♂7,3%,  ♀2.1%) aller Krebserkrankun-
gen aus. Damit stellen sie gemeinsam mit den Blasenkarzinomen die viert-
häufigste bösartige Tumorerkrankung, nach Lungen-, Prostata-/ Mamma-, 
und kolorektalen Karzinomen dar. 
Die altersstandardisierte Inzidenz liegt in der männlichen Bevölkerung bei 
25,1, in der weiblichen bei 5,2 pro 100.000 Einwohner. In absoluten Zahlen 
ausgedrückt bedeutete dies für das Jahr 2002, dass in der Gesamt-
bevölkerung 19709 (♂15.651; ♀4058) Neuerkrankungen auftraten, wobei die 
Mortalität bei 6671 (♂5250; ♀1421) Fällen lag. Die höhere Inzidenz beim 
männlichen Geschlecht im Vergleich zum weiblichen erklärt sich vor allem 
durch den häufigeren Tabak- und Alkoholkonsum der männlichen Patienten. 
Das mittlere Erkrankungsalter bei Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches liegt 
mit ca. 60 Jahren vergleichsweise niedrig, was dazu führt, dass über 10 % 
aller Sterbefälle durch Krebserkrankungen bei Männern im Altersbereich von 
40-59 Jahren auf diese Tumoren zurückzuführen sind.163 
Die Prognose der Kopf-Hals-Karzinome ist insgesamt schlecht. Die 5-
Jahresüberlebensrate liegt bei 57, 1 %, bei Rezivtumoren oder Zweitma-
lignomen bei 20 %.155, 156 
Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen ist insbesondere beim  
Oropharynxkarzinom ausschlaggebend für die Prognose. So liegt die 5 Jah-
res-Überlebensrate ohne Lymphkontenbefall (T1 und T2 Tumoren) bei  
75-80 %. Bei Lymphknoteninfiltration sinkt das 5 Jahres-Überleben hingegen 
auf 35-40 %.127 
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1.1.2 Ätiologie 
Bei 90 % der im Kopf-Hals-Bereich lokalisierten Malignome handelt es sich 
um Plattenepithelkarzinome.167 Die Ursachen dafür sind vielfältig. Am häu-
figsten ist jedoch der Konsum von Tabak und Alkohol als Ursache der Er-
krankung zu werten.13 
 
Tabak und Alkohol 
Tabak und Alkohol stellen in 80 % der Fälle die Ursache für die Entstehung 
von Oropharynxkarzinomen dar.13 Alkohol wirkt in unterschiedlicher Weise 
auf die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtrakt. Er führt zu einer Induktion 
von Cytochrom P 450-Enzymen. Zahlreiche schädigende Stoffe wie z.B. Ta-
bakkarzinogene werden über Cytochrom P 450-Enzyme metabolisch akti-
viert, wodurch sie ihre kanzerogene Wirkung erhalten oder diese verstärkt 
wird.180  
Alkohol wird über die Alkoholdehydrogenase in das kanzerogene, mutagene 
und toxische Acetaldehyd (erster Metabolit der Alkoholoxidation) umgewan-
delt und kann somit selbst die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes 
schädigen.181 Des Weiteren stellt Alkohol ein Lösungsmittel für andere Karzi-
nogene dar, die hierdurch besser in die Mukosazellen eindringen können. 
Eine Schädigung der Speicheldrüsen durch Alkohol führt außerdem zu ver-
minderter Speichelproduktion, so dass die Einwirkzeit kanzerogener Stoffe 
verlängert wird.116 
Tabak ist ein weltweit stark verbreitetes Suchtmittel und kann für eine Viel-
zahl von Krebserkrankungen verantwortlich gemacht werden. In Tabakrauch 
wurden 69 kanzerogene Substanzen gefunden, darunter auch 10 verschie-
dene polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH). 86 Das Risiko 
eine tabakassozierte Tumorerkrankung zu erleiden, steigt sowohl mit der In-
tensität als auch mit der Dauer des Konsums.86 
Eine Kombination von Tabak und Alkohol, wie es häufig bei Patienten mit 
oropharyngealen Karzinomen anzutreffen ist, führt zu einem multiplikativen 
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Risiko, d.h. die kanzerogenen Faktoren summieren sich nicht einfach, son-
dern verstärken sich gegenseitig.28, 166 
 
Arbeits- und Umweltstoffe 
Es ist eine Vielzahl an Arbeits- und Umweltstoffen bekannt, die zu einem 
Karzinom im Kopf-Hals-Bereich führen können. Auch für diese Substanzen, 
wie z.B. Asbest oder Zementstaub, ist ein multiplikatives Risiko in Kombina-
tion mit Rauchen bekannt.66, 119, 120, 161, 197 
 
Virale Infektionen 
Eine weitere Ursache bei der Entstehung von Oropharynxkarzinomen ist die 
Infektion mit dem humanen Papillomavirus 16 und 18. Zwar ist die Prävalenz 
des Virus bei Hals-Kopf-Karzinompatienten gering100, 165, doch scheint die 
Infektion vor allem bei Patienten, die keine anderen Risikofaktoren aufwei-
sen, eine entscheidende Rolle zu spielen.88 
Vor allem für den asiatischen Raum ist bekannt, dass Infektionen mit dem 
Ebstein-Barr-Virus zu Karzinomen des Nasopharynx führen können.184, 217 
 
Lebensumstände 
Die Ernährung spielt bei der Entstehung von Karzinomen eine wichtige Rolle. 
So mindert eine obst- und gemüsereiche Kost aufgrund des Gehaltes an An-
tioxidantien das Risiko an einem Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken.36, 99, 166 
Mangelnde Mundhygiene und ein schlechter Zahnstatus stellen einen ständi-
gen Reiz für die Schleimhäute des Oropharynx dar und sind ebenfalls Risiko-
faktoren für die Entstehung von Krebs.40, 117 
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1.2 (Anti)Benzo[a]pyren-r-7, t-8-dihydrodiol-t-
9,10-epoxid (BPDE)  
Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) sind ubiquitär vor-
kommende, organische Verbindungen, die aus mindestens zwei anellierten 
Ringsystemen bestehen. PAH entstehen vor allem bei der Pyrolyse von or-
ganischen Materialien, wie fossiler Brennstoffe, Holz und Tabak.144, 193 Sie 
können sich ebenfalls bei der Zubereitung von Lebensmitteln, beim Grillen, 
Braten oder Räuchern entwickeln.98 
PAHs werden aufgrund ihrer Lipophilie über die Haut und den Aerogigestiv-
trakt aufgenommen und werden schnell in löslichere Metabolite umgebaut, 
die dann wiederum mit Sulphat, Glutathion oder Glucuronsäure konjugiert 
werden. Danach erfolgt die Ausscheidung über Faeces oder den Urin.87 
Der bekannteste Vertreter dieser polycyclischen Aromaten ist das Ben-
zo[a]pyren (B[a]P). Es besteht aus fünf kondensierten Benzolringen und wird 
seit 2007 von der International Agency for Research on Cancer der WHO 
(IARC) in die Gruppe 1 und damit als kanzerogen eingestuft. Die technische 
Richtkonzentration (TRK) wurde mit 0,002 mg/m³ festgelegt.87, 211  
B[a]P wird bei Aufnahme in den Körper durch die Isoenzyme CYP 1A1 und 
CYP 1B1 des Cytochrom P 450 enzymatisch in (anti)Benzo[a]pyren-r-7,t-8-
dihydrodiol-t-9,10-epoxid (BPDE) umgebaut. Dies geschieht in zwei Schrit-
ten. Zuerst werden die Atome C7 und C8 durch die Monooxigenase des -
Cytochrom P 450 zu einem Epoxid oxidiert. Durch die Epoxid-Hydratase 
(EH) kommt es zur Umwandlung in ein trans-Diol. Anschließend entsteht 
durch eine zweite Oxidation ein weiteres Epoxid an C9 und C10. Diese Epo-
xid-Gruppe ist in der Lage, eine Bindung mit der Aminogruppe von 
Desoxyribonukleinsäuren (DNA), speziell mit Guanin, einzugehen und bildet 
somit ein schädigendes DNA-Addukt (siehe Abb.1).2, 87, 113, 114, 154 Dies wird 
als einer der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung von Karzinomen durch 
Tabakkonsum verantwortlich gemacht. 72 118 216 59 Es konnten sowohl 
Chromosomenaberrationen als auch Einzelstrangbrüche oder 
Basensubstitutionen nachgewiesen werden.113, 114 169, 187 In dieser Arbeit 
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nachgewiesen werden.113, 114 169, 187 In dieser Arbeit wurde BPDE als schädi-
gendes Agens zur DNA-Fragmentierung verwendet.  
 
 
Abb.1 Umwandlung von B[a]P zu BPDE (modifiziert nach IARC Monographs Vol.92, 
2010); CYP = Cytochrom P 450 Oxidase; EH = Epoxid-Hydrolase; PS = Prostaglandin-H-
Synthase; GSH/SG = Glutathion; Metabolisierung des Prokarzinogens B[a]P zu BPDE. 
DNA-Adduktbildung und GSH-Konjugation von BPDE.87 
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1.3 Feldkanzerogenese 
1953 formte Slaughter den Begriff der Feldkanzerogenese, unter der An-
nahme, dass Karzinogene nicht nur im Bereich des Malignoms, sondern auf 
weite Teile der oralen Schleimhaut schädigend wirken. Er untersuchte 783 
Patienten mit oralen Malignomen. Bei allen resezierten Karzinomen war das 
umliegende benigne Epithel bereits verändert. Es konnten Hyperplasien, Hy-
perkeratosen und Anteile mit Fibrosen und Atrophien nachgewiesen werden. 
„Alleinstehende Foci von Karzinomen in situ oder isolierte Inseln von invasi-
ven Plattenepithelkarzinomen wurden gefunden“, so Slaughter. 
Bei 88 seiner Patienten (11,2%) stellte er Zweitmalignome, bzw. multifokale 
Primärtumoren fest. Slaughter schlussfolgerte: „Dann ist es unser Konzept, 
dass orale epidermoide Karzinome aus multifokalen Arealen mit präkanzerö-
sen Veränderungen entstehen und nicht aus einer Zelle, die plötzlich bösartig 
wird.“191  
Braakhuis et al. konnten diese Theorie stützen, als sie histopathologisch be-
nignes Epithel in Tumornähe untersuchten. Dabei stellten sie bei einem Vier-
tel fest, dass tumorasssozierte, genetische Alterationen bereits vorhanden 
waren.18 
Diese Theorie wird heute auch dadurch untermauert, dass in nicht-
transformiertem Epithel bei Karzinom-Patienten eine vermehrte Expression 
des Epidermal growth factor receptor (EGFR) und des Wachstumsfaktors 
TGF-α gefunden wurde.62 Dies trifft ebenso für prämaligne Läsionen in oro-
pharyngealen Regionen zu.185 
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1.4 EGFR 
 
1.4.1 Geschichte 
Der Nobelpreisträger Stanley Cohen entdeckte 1962 eine wachstums-
fördernde Substanz in Speicheldrüsen von Mäusen und nannte sie EGF (e-
pidermal growth factor).30 Schließlich gelang es ihm 1980 auf menschlichen 
Zelloberflächen einen Rezeptor nachzuweisen, an dem EGF bindet. Diesen 
nannte er EGF-Rezeptor.31  
Heute ist bekannt, dass dieser Rezeptor auf zahlreichen Tumorzellen stark 
exprimiert ist, was ihn zu einem Ziel der Antitumortherapie machte.6 
 
 
1.4.2 Aufbau 
Der EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor, epidermal growth factor 
receptor, ErbB-1 / HER1) gehört zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren und ist 
ein Mitglied der ErbB / HER - Familie. Zu dieser zählen drei weitere Rezep-
toren: ErbB-2neu / HER2neu, ErbB-3 / HER3 und ErbB-4 / HER4.140, 225 
Eine 1186 Aminosäuren umfassende und 170 kDa schwere Polypeptidkette 
bildet das Grundgerüst des EGFR, der als monomeres Gylkoprotein in der 
Zellmembran verankert ist.207 
Unterteilt wird er in 3 Bestandteile: 
1. einer extrazellulären, N-terminalen Domäne 
2. einer hydrophoben transmembranösen Domäne und 
3. einer intrazellulären, C-terminalen Domäne, welche die Kinase Region 
mit phosphorylierender Aktivität umfasst. 207 
Bindungsstelle für Liganden ist die amino-terminale, extrazelluläre Region 
des EGFR, bestehend aus 4 Subdomänen, I-IV (L1, CR1, L2, CR2).8 Die 
Domänen I (L1) und III (L2) sind reich an Leucin und weisen eine 37%ige 
Übereinstimmung auf, wohingegen II (CR1) und IV (CR2) homologe cystein-
Einleitung 
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reiche Domänen sind. (Abbildung 2).213, 214 Die größte Rolle bei der Bindung 
der Liganden fällt Domäne III zu.94, 102 
 
  
 
 
 
 
 
Abb.2: Aufbau des EGFR 
(modifiziert nach Burgess et al. 
2003). Darstellung des EGFR mit 
intra- und extrazellulärem Anteil.23 
 
 
1.4.3 Vorkommen 
In erster Linie befindet sich der EGFR auf der Zelloberfläche von epithelialem 
Gewebe. Bei Ligandenbindung kommt es zu einer Aktivierung nachgeschal-
teter Tyrosinkinasen, die physiologischerweise Proliferation, Wachstum und 
Differenzierung regulieren.77, 224, 164, 223 Anschließend folgt die Internalisierung 
des Rezeptors in das Endosom, einer lysosomalen Zellorganelle, wo der Re-
zeptor nach seiner Aktivierung abgebaut wird.24 
Außerdem ist bekannt, dass der EGFR als Transkriptionsfaktor im Zellkern 
fungiert und dort mit STAT 3, einem Transkriptions-initiierendem Protein, in-
teragiert.110 Psyrri et al. zeigten, dass der EGFR im Nukleus von Oro-
Einleitung 
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pharynxkarzinomzellen zu finden ist und sein erhöhtes Vorkommen dort mit 
vermehrter Lokalrezidivrate und schlechter Prognose korreliert.160 
 
1.4.4 Aktivierung 
Die Subdomänen der extrazellulären Region des EGFR sind C-förmig konfi-
guriert und bilden zwischen Domäne II und IV eine taschenartige Struktur. In 
dieser befindet sich der Dimerisierungsarm des Monomers.56, 139 Eine Ligan-
denbindung an Domäne III führt zu einer Konformationsänderung des EGFR, 
so dass diese Tasche aufklappt.23, 56, 139 Hierdurch wird der Dimerisierungs-
arm freigelegt und die Interaktion mit einem anderen aktivierten Rezeptor der 
ErbB-Familie ermöglicht (Abb.3). Es entsteht entweder ein Homodimer, wenn 
zwei EGFR-Rezeptoren interagieren oder ein Heterodimer, wenn es sich um 
zwei verschiedene Rezeptoren der ErbB-Familie handelt. Bei Zellen, die 
vermehrt EGFR exprimieren, können auch Tetramere vorkommen.56, 139, 225 
Ein Dimer besteht immer aus zwei Liganden und zwei Rezeptoren, die im 
Zentrum über direkte Interaktion der Domäne II verbunden sind.21, 41, 106, 138 
Da weder die Liganden untereinander in Kontakt stehen, noch eine Inter-
aktion eines Liganden mit beiden Rezeptoren möglich ist, spricht man von 
einer sogenannten rezeptorvermittelten Dimerisation.139 56 Diese führt letzt-
endlich zu einer Erhöhung der intrazellulären Tyrosinkinaseaktivität durch 
Transfer von Phosphateinheiten des Adenosintriphosphat (ATP) auf Tyrosin-
reste des EGFR in der trans-Position. Die resultierenden aktivierten Tyrosin-
kinasen rekrutieren ihrerseits verschiedene nachgeschaltete Moleküle und 
leiten damit die Signaltransduktion ein.177,178 
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Abb.3: Darstellung der Konformationsänderung des EGFR bei Ligandenbindung 
(modifiziert nach Burgess et al. 2003). Das blaue Oval stellt den Liganden dar. Nach Bin-
dung an das Monomer kommt es zu einer 130° Konformationsänderung im EGFR und 
Freilegung des Dimerisierungsarms in Domäne II. Dies führt zur rezeptorvermittelten 
Dimerisation. 23 
 
 
1.4.5 Funktion 
Die Dimerisierung und Autophosphorylierung des Rezeptors führt zur Aktivie-
rung einer Vielzahl von nachgeschalteten Proteinen, die für die Signaltrans-
duktion verantwortlich sind. Hierzu zählen: 
 
MAP-Kinase-Signalweg  
Die Mitogen-aktivierte-Proteinkinase, kurz MAPK, ist eine im Zytosol lokali-
sierte Proteinkinase, deren Name darauf beruht, dass sie durch extrazellulä-
re Liganden, meist mitogene Substanzen, reguliert wird. Nach Phosphory-
lierung des EGFR kommt es über die Aktivierung einer Reihe von Signalpro-
teinen (GRB 2 [Growth factor receptor Protein 2], SOS [Son of sevenless], 
Ras, B-Raf) zur Phosphorylierung der Kinasen MEK 1 und 2. Diese wiede-
rum führen zur Phosphorylierung und Aktivierung von ERK 1 und 2 (= extra-
zellulär-signalregulierte Kinase 1 und 2, auch p44 MAPK und p42 MAPK ge-
nannt). Diese aktivieren letztendlich Transkriptionsfaktoren der AP1-Familie 
(= Activator-Protein 1), wie z.B. Jun und Fos, die als Heterodimer an die DNA 
binden können und dort die Transkription von Genen, die für die Zellzyklus-
steuerung zuständig sind, initiieren. Folgend sind Zellzyklusprogression, Zell-
Einleitung 
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teilung und Hemmung der Apoptose (Abb.4).33, 110, 128, 129, 170, 219                            
In Kopf-Hals-Karzinomen wurde beobachtet, dass erhöhte EGFR- und TGF-
α-Expression positiv mit der Expression von aktiviertem ERK korreliert.1 
 
PI3 Kinase-Akt-Signalweg 
Durch Bindung an einen phosphorylierten Tyrosinkinaserezeptor, wie den 
EGFR, wird die PI3 Kinase (Phosphatidylinositol3-Kinase) aktiviert. Diese 
wandelt das an der Zellmembran verankerte PIP2 (Phosphatidylinositol4,5-
bisphosphat) in PIP3 (Phosphatidylinositol3,4,5-trisphosphat) um. PIP3 kann 
seinerseits die Serin/Threonin-Kinase Akt, ein Protoonkogen, aktivieren. 
Akt wirkt auf vielen unterschiedlichen Wegen. Es kann z.B. über BAX, einem 
Kofaktor des Tumorsupressorproteins p53, die Apoptose hemmen, oder über 
eine Reihe weiterer Proteine (Rheb, mTOR, S6K) die Translation von Pro-
teinen herbeiführen. Somit ist Akt für eine Vielzahl von Prozessen, wie Zell-
wachstum, Apoptoseresistenz, Invasion und Tumormigration verantwortlich 
zu machen (Abb.4).128, 129 In Kopf-Hals-Karzinomen konnte eine Überexpri-
mierung von posphoryliertem Akt in rund 60 - 80 % der Fälle nachgewiesen 
werden.143 
 
 
STAT – Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription 
STAT fungieren als Transkriptionsfaktoren und befinden sich in inaktiver 
Form im Zytosol. Nach Aktivierung durch den EGFR kommt es zur Phospho-
rylierung und Homo-/Heterodimerisierung der STAT-Proteine. Diese Dimere 
können direkt an die DNA im Zellkern binden und die Transkription von Ge-
nen steuern, die für die Steuerung des Zellzyklus, der Zellporliferation und 
der Apoptose zuständig sind (Abb.4).20 In Karzinomen wurde eine erhöhte 
Aktivität der STAT 3 und 5 gefunden und eine damit verbundene erhöhte 
Proliferation und verminderte Apoptoserate.17 Eine Erhöhung der EGFR und 
STAT3 Aktivität wurde sowohl in bösartig veränderter als auch in gesunder 
Mukosa von Kopf-Hals-Karzinom-Patienten gefunden.64, 65 
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PLC-Signalweg 
Ein weiterer Downstream-Signalweg des EGFR ist die Aktivierung der 
Phospholipase C (PLC). Diese spaltet Phosphatreste von Phospholipiden ab. 
Ein Beispiel dafür ist die Umwandlung von PIP2 in DAG (Diacyl-Glycerol) und 
IP3 (Inositol1,4,5-trisphosphat). DAG bleibt dabei membrangebunden, wo-
hingegen sich IP3 als lösliche Struktur im Zytosol bewegt und dort an IP3-
Rezeptoren (beispielsweise Ca2+-Kanäle des endoplasmatischen Retiku-
lums) binden kann (Abb.4). 
Dies führt zu einer Erhöhung von Ca2+ im Zytosol und zu vermehrter intrazel-
lulärer Enzymaktivität anderer wichtiger proliferativer Transduktoren und 
Transkriptionsfaktoren. Diese Effekte haben gleichfalls Einfluss auf das Tu-
morwachstum.70, 71, 52 
 
Diese Signaltransduktoren regulieren Prozesse wie Proliferation, Wachstum 
und Differenzierung.77, 224, 164, 223 Kommt es zu einer Störung dieser Prozes-
se, kann dies zu einer malignen Transformation mit ungehemmten Zell-
wachstum, verminderter Apoptoserate, Invasion, Angiogenese und Metasta-
sierung führen.91, 175, 185, 201 
Beendet wird der Signalvorgang durch Internalisierung des EGFR und Auf-
nahme in das Endosom der Zelle. 11 
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Abb.4:Der Signalweg des EGFR  
(modifiziert nach Harari 2004). mAb=monoklonaler Antikörper; 
TKI=Tyrosinkinaseinhibitor; ER=Endoplamatisches Retikulum.69 
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1.4.6 Pathomechanismen 
 
Karzinome 
In 90-100% der Kopf-Hals-Karzinome ist der EGFR stark exprimiert.34, 85, 147, 
173
 Auch sein Ligand TGF-α ist in Kopf-Hals-Karzinomen vermehrt exprimiert 
und führt durch autokrine Stimulation zu gesteigerter Aktivierung des Rezep-
tors.62, 190 136, 171, 218 Diese Veränderungen sind mit aggressiven Formen von 
Kopf-Hals-Karzinomen, kürzeren krankheitsfreien Intervallen, hohen Rezidiv-
raten und hoher Mortalität assoziiert.51, 84, 171, 175 Eine ungehemmte Aktivie-
rung des EGFR kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Einerseits kann die 
Synthese des EGFR gesteigert sein, andererseits auch eine verminderte 
Downregulierung zu Grunde liegen. Ursache der gesteigerten Synthese kann 
dysreguliertes p53, ein Regulatorprotein des Zellzyklus, sein.64, 228 Des Wei-
teren können Polymorphysmen in der Dinucleotidsequenz des EGFR-Gens 
eine Überexpression des EGFR bewirken.3, 45 Außerdem konnte auch eine 
Gen-Amplifikation für das vermehrte Auftreten des EGFR gefunden wer-
den.131, 134 Die verminderte Downregulierung erhöht die zur Verfügung ste-
henden Rezeptoren und somit auch die Aktivität des EGFR.204 
Eine andere Pathologie stellen EGFR-Mutationen dar. Die häufigste ist die 
EGFRvIII-Mutation. Hierbei handelt es sich um eine Deletion im EGFR-Gen. 
Diese führt zu einer ligandenunabhänigen Aktivierung des Rezeptors und 
somit zu einer Stimulation der Transduktionswege.14, 104, 115 
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Tumorfreie Schleimhaut von Karzinompatienten 
Eine verstärkte Expression des EGFR konnte auch bei nicht-malignen Epi-
thelzellen in Tumornähe und in prämalignen Läsionen nachgewiesen wer-
den, was die Theorie der Feldkanzerogenese stützt. Diese Epithelzellen sind 
wie die Karzinome in der Lage, Wachstumsfaktoren auto- und parakrin ab-
zugeben und den EGFR und damit sich selbst zu stimulieren.62, 137, 185 Gran-
dis et al. konnten zeigen, dass sowohl der EGFR als auch einer seiner Effek-
toren, STAT3, in normaler Mukosa von Kopf-Hals-Karzinom-Patienten ver-
mehrt exprimiert sind.63, 65 
 
 
1.5 Liganden 
Bisher sind 12 Liganden bekannt, die an ErbB-Rezeptoren binden.91 
Zu diesen zählen unter anderem der EGF (epidermal growth factor), TGF-α 
(transforming growth factor alpha), Amphiregulin, HB-EGF (heparin-binding-
EGF-like-growth-factor), Betacellulin und Heregulin. Eine erhöhte mRNA 
Konzentration dieser sechs Liganden konnte in Kopf-Hals-Karzinomen nach-
gewiesen werden.171 130 Spezifisch an den EGFR binden jedoch nur EGF, 
TGF-α und Amphiregulin.77 
Alle diese Liganden sind Vorläuferproteine. Sie werden aus Integral-
membranproteinen an der extrazellulär gelegenen Region proteolytisch ab-
gespalten und können somit ihren Effektor unmittelbar stimulieren.74 
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Transforming growth factor alpha (TGF-α) 
TGF-α ist ein Ligand des EGFR. Lokalisiert ist sein Gen auf Chromosom 
2p13.39 Entdeckt wurde TGF-α 1978.35 Seinen Namen erhielt es auf Grund 
der Beobachtung, dass es an Fibroblasten von Rattennieren eine Transfor-
mation des Phenotyps im Sinne eines progressiven Zellwachstums hervor-
rief.124, 205 TGF-α wird von Zellen sezerniert und hat ein Molekulargewicht von 
5-20 kDA.39 Die kleinste Form, ein aus 50 Aminosäuren bestehendes Poly-
peptid, entsteht durch Proteolyse eines 160 Aminosäuren umfassenden Vor-
läuferproteins.38 Je nach Zelltyp kann sich durch unterschiedliche Proteolyse 
und Glykosylierung ein höheres Molekulargewicht des TGF-α ausprägen.19, 
57, 200
 Es hat eine 30%ige Übereinstimmung mit und eine ähnliche räumliche 
Struktur wie EGF, wobei sechs Zysteinreste völlig gleich sind.26, 123 Diese 
Ähnlichkeit könnte eine Erklärung dafür sein, dass beide Liganden an der 
gleichen Domäne des EGFR binden. TGF-α und EGF haben ähnliche Wir-
kungen. Beide besitzen in gleichem Maße die Fähigkeit DNA-Synthese in 
Zelllinien zu induzieren und in vivo eine Neovaskularisation herbeizufüh-
ren.179 
Doch scheint TGF-α in höherem Maße aktiv zu sein als EGF.133 TGF-α löst in 
Gegensatz zu EGF keine Refraktärperiode aus und kann damit auch einen 
durch EGF refraktären Rezeptor stimulieren.54 
Bei Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass TGF-α eine vermehrte Ex-
pression seiner selbst induzieren kann.29  
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1.6 Antikörper 
1.6.1 Cetuximab (ErbituxTM) 
Anfang der Achtzigerjahre gelang es erstmals der Arbeitsgruppe um J. Denry 
Sato Antikörper gegen den EGFR zu entwickeln und nachzuweisen, dass 
diese das Zellwachstum hemmen, darunter auch das 225-IgG, der Prototyp 
des Cetuximab.92, 125, 174 
Cetuximab ist ein rekombinanter chimärer monoklonaler IgG1-Antikörper mit 
einem Molekulargewicht von 152 kDa. Er bindet spezifisch an die Domäne III 
des extrazellulär gelegenen Anteils des EGFR und überlagert somit dessen 
Liganden-Bindungsstelle.47, 108 Er weist dabei eine fünf- bis zehnfach höhere 
Affinität zum EGFR auf als seine Liganden und verdrängt diese kompetitiv.10, 
43, 60
 
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Bindung von Cetuximab zu fol-
genden Wirkungen führt: 
 Hemmung der Homo- / Heterodimerisierung 
 Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität und der damit assoziierten Sig-
nalkaskaden 
 Induzierung der Internalisierung des EGFR 
 eine teilweise Verminderung der EGFR-Expression  
 Hemmung von Zellwachstum und –proliferation 
 Hemmung der Angiogenese. 82, 151, 152, 159, 150 
Außderdem konnte eine Stimulation der Immunantwort gegen die Tumor-
zellen gefördert werden.27 Huang et al. beobachteten, dass es unter der Be-
handlung von Plattenepithelkarzinomzellen mit Cetuximab zu einem Arrest 
der Zellen in der G0/G1-Phase kam, verbunden mit einer Abnahme der sich in 
der S-Phase befindlichen Zellen.81 
Zugelassen wurde Cetuximab sowohl von der FDA als auch von der EMEA 
im Jahre 2004, einerseits zur Therapie von EGFR–überexprimierenden, me-
tastasierten Kolorektalkarzinomen bei Irinotecan-Unverträglichkeit oder vor-
angegangener frustraner Irinotecan-Therapie, andererseits zur Therapie von 
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fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches in Kom-
bination mit Strahlentherapie oder platinbasierter Chemotherapie. 
Zahlreiche Studien konnten eine Verlängerung der Überlebenszeit unter Ce-
tuximab Mono- und Kombinationstherapien darlegen.15, 83, 206 Verabreicht 
wird Cetuximab aufgrund seiner langen Halbwertszeit von 114 Stunden ein-
mal wöchentlich als Infusionslösung mit einer Initialdosis von 400 mg/m² 
Körperoberfläche, und einer Erhaltungsdosis von 250 mg/m² Körperober-
fläche. Cetuximab ist im Vergleich zu herkömmlichen Zytostatikatherapien 
nebenwirkungsarm, kann aber eine schwere infusionsbedingte Reaktion, im 
Sinne eines anaphylaktischen Schockes hervorrufen. Des Weiteren ist häufig 
eine akneähnliche Hautreaktion zu beobachten, die mit der Wirkung des Me-
dikaments positiv korreliert.16 Außerdem kann es unter der Behandlung zu 
Elektrolytverschiebungen kommen.43, 47  
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1.7 Tyrosinkinaseinhibitoren 
1.7.1 Erlotinib ( TracevaTM) 
Erlotinib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor (Abb.5), der kompetitiv und reversibel 
die Tyrosinkinaseaktivität des EGFR hemmt und somit die nachfolgende 
Signaltransduktion verhindert. Er bindet an die intrazelluläre Mg2+-ATP Bind-
ungsstelle und verhindert damit die Autophosphorylierung des Rezeptors.148, 
162, 188
 Außerdem ist Erlotinib in der Lage einer Multi Drug Resistance, die 
über ABC (ATP-binding-cassette-Transporter)-Proteine vermittelt wird, ent-
gegenzuwirken. Multi Drug Resistance stellt in der Therapie von Karzinomen 
ein häufiges Problem dar, bei dem das Tumorgewebe eine Resistenz gegen-
über Pharmaka (meist Zytostatika) erwirbt.182, 183 Aufgrund seiner guten Bio-
verfügbarkeit kann Erlotinib in einer Dosis von 150 mg einmal täglich oral 
verabreicht werden. Erlotinib wurde von der FDA 2004 und von der EMEA 
2005 für die Therapie des lokal fortgeschrittenen oder metastasierten nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms als Zweitlinientherapie nach mindestens    
einem erfolglosen Chemotherapieregime zugelassen. Eine Erweiterung die-
ser Zulassung erfolgte 2010 sowohl in Europa als auch in den USA als Erst-
linientherapie nach mindestens vier Zyklen einer platinbasierten Chemo-
therapie im stabilen Tumorstadium ohne Tumorprogression. Eine weitere 
Zulassung wurde 2005 von der FDA und 2007 von der EMEA für die Thera-
pie des metastasierten Pankreastumors in Kombination mit Gemcitabin er-
teilt. Derzeit wir die Zulassung für Kopf-Hals-Karzinome in klinischen Studien 
erprobt.44, 48 Zu den häufigsten unerwünschten Wirkungen der Erlotinib-
therapie zählt das Auftreten eines Erythems (Rush) (bei 75% der Patienten) 
und Diarrhoe (bei 54%), selten in schwerer Ausprägung.44  
     
 
 
Abb.5:  
Strukturformel von 
Erlotinib HCl. 
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1.8 Multi Drug Resistance (MDR) 
Als Multi Drug Resistance (MDR) bezeichnet man die zelluläre Resistenz 
gegen Arzneistoffe durch erhöhten Metabolismus oder vermehrten Auswärts-
transport aus der Zelle.22 Die Exposition gegenüber eines einzigen Agens 
kann ausreichen, um eine Resistenz gegen eine große Breite an verschiede-
nen Medikamenten zu verursachen.49 Vermittelt wird diese Resistenz durch 
„Adenosintriphosphat(ATP)-binding-cassette“(ABC)-Transporter. Dies sind 
Proteine, die verschiedene Moleküle spezifisch durch Lipidmembranen 
transportieren können und daher auch Effluxpumpen genannt werden. In ei-
nigen Studien wurde gezeigt, dass der EGFR Einfluss auf die Expression 
und Translation von Multi-drug-resistance-Proteinen nimmt.55, 121 Bisher sind 
49 humane Gene bekannt, die  für diese Proteine kodieren.176 Es gibt eine 
Vielzahl von Transmembranproteinen, die den ABC-Transportern angehören. 
Dazu zählen die multidrug-resistance-associatetd-proteins (MRP1-7), der 
ABC-Halbtransproter ABCG2, auch breast cancer resistance protein (BCRP) 
genannt, und das P-Glycoprotein.4, 111, 158, 176 
Das MRP2 und das P-Glykoprotein werden im Folgenden genauer erörtert. 
MRP1 und MRP2 (auch cMOAT = canalicular multispecific organic anion 
transporter) sind je 190 kDa schwere, unidirektionale, ATP-getriebene 
Transmembranglykoproteine. Zu ihren Aufgaben zählt die Detoxifikation 
durch Auswärtstransport von Glutathion-, Glucuronat- oder Sulfat-
konjugierter Xenobiotika, wie z.B. von GSH-konjugiertem BPDE im Falle des 
MRP2.58, 93, 107, 195 
Das P-Glykoprotein hat eine Masse von 170 kDa und ist wie andere ABC-
Transporter eine ATP-abhänige Effluxpumpe.50, 158 Im Gegensatz zum MRP2 
sind seine Substrate unkonjugiert.50, 67, 107 Das P-Glykoprotein transportiert 
vor allem phytologische Zytostatika, wie Antracycline (Doxorubicin), Epipo-
dophylotoxine (Etoposid), Vincaalkaloide (Vincristin), Dactinomycin und Pac-
litaxel, aber es dient auch der Detoxifikation durch Eliminierung von Toxinen 
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und Xenobiotika, wie z.B. B[a]P.158, 226 Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Erlotinib 
und Gefitinib sind ebenfalls Substrate des P-Glykoproteins.44  
P-Glykoprotein wird häufig von Tumorzellen exprimiert und kann vor allem 
nach einer Chemotherapie bei refraktärer Tumorerkrankung erhöht sein.158, 
172
 Beeinflusst wird das P-Glykoprotein durch eine Reihe Medikamente und 
aerodigestiv aufgenommener Substanzen (Nahrungsbestandteile, Umwelt-
schadstoffe).7, 229 Die bekanntesten Inhibitoren des P-Glykoproteins sind Ve-
rapamil und Cyclosporin A.7, 44 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Bisher ist wenig darüber bekannt, wie es zur vermehrten Expression des E-
pidermal growth factor receptor (EGFR) in gesundem Gewebe in Tumornähe 
kommt und welche Rolle der EGFR bei Tumorgenese und Resistenzmecha-
nismen spielt.  
Ziel der Arbeit war es, den Einfluss des EGFR-Agonisten TGF alpha und der 
Antagonisten Cetuximab und Erlotinib auf die Genotoxizität von Benzo(a)-
pyren-Diolepoxid (BPDE) zu testen. Dies geschah mittels quantitativer Mes-
sung der DNA-Schädigung durch den Comet-Assay (alkalische Mikrogele-
lektrophorese). 
Die Arbeit soll dazu dienen, einen besseren Einblick in die Funktion des 
EGFR zu bekommen. Um dies zu erreichen, wurden folgende Versuche an 
Miniorgankulturen, welche aus OP-Biopsaten gesunder Oropharynx-
schleimhaut von Karzinompatienten und Kontrollpatienten gewonnen wur-
den, durchgeführt: 
 
1. Bestimmung der optimalen TGF-α Konzentration zur Stimulation von 
Miniorgankulturen.  
 
2. Ausschluss genotoxischer Effekt von TGF-α, Erlotinib und Cetuximab. 
 
3. Messung der durch Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) verursachten 
DNA-Schädigung an Miniorgankulturen im Vergleich mit: 
a) TGF-α und Erlotinib vorbehandelten Miniorgankulturen.  
b) TGF-α und Cetuximab vorbehandelten Miniorgankulturen. 
c) TGF-α, Cetuximab und Erlotinib vorbehandelten Miniorgan-
kulturen. 
 
4. Vergleich der Messparameter OTM und %DNA. 
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3 Patienten,  
Material und Methoden 
 
3.1 Patienten 
Die verwendeten Schleimhautfrischbiopsate wurden im Rahmen medizinisch 
notwendiger Operationen in der Klinik und Poliklinik für Hals-, Nasen- und 
Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universität München gewonnen und 
stellten somit keine zusätzliche Belastung für die Patienten dar. Eine schriftli-
che Einverständniserklärung zur wissenschaftlichen Verwendung der 
Schleimhautproben wurde eingeholt. 
Die Mukosa wurde sowohl bei tumorfreien Patienten entnommen als auch 
bei Patienten, die an einem Oropharynxkarzinom erkrankt waren. Bei letzt-
genannten war die gewonnene Schleimhaut mindestens einen Zentimeter 
vom tumorfreien Resektionsrand des Karzinoms entfernt. Die operativen 
Eingriffe stellten bei den Tumorpatienten die Tumorresektion dar und bei den 
tumorfreien Patienten eine Tonsillektomie bei chronischer Tonsillitis oder ei-
ne Uvulopalatopharyngoplastik (UPPP) bei obstruktiven Schlafapnoe-
syndrom (OSAS).  
Alle Patientendaten wurden gemäß datenschutzrechtlichen Vorschriften 
behandelt. Dieses Vorgehen wurde nach Prüfung durch die Ethikkommission 
der Medizinischen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München (An-
trag-Nr.: 349/05) zugelassen, die Versuche von der Autorin eigenhändig 
durchgeführt. 
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Anamnesen der Patienten 
 
Nontumor-Patienten 
 Nr. Alter ♀/
♂ 
OP-Indikaiton Nikotin 
[py] 
Alkohol 
[g/d] 
1 48 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
2 20 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden k.A. k.A. 
3 28 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
4 45 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
5 44 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
6 19 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
7 32 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 16 10 
8 18 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
9 40 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 17 10 
10 25 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
11 45 ♂ OSAS 0 10 
12 48 ♂ OSAS 0 0 
13 45 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
14 28 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
 
 
V 
O 
R 
V 
E 
R 
S 
U 
C 
H 
 
15 27 ♂ Peritonsillitis 0 0 
 
1 45 ♂ OSAS 0 10 
2 48 ♂ OSAS 0 0 
3 45 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
4 28 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
5 27 ♂ Peritonsillitis 0 0 
6 29 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 10 
7 24 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 2 10 
8 41 ♀ OSAS 2 <5 
9 19 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0,5 k.A. 
10 23 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 8 0 
11 29 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
12 20 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 2 0 
13 59 ♂ OSAS 0 40 
14 50 ♂ OSAS 10 0 
15 21 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
16 19 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
17 18 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
18 27 ♂ Chron. rez. Tonsillitiden 5 10 
19 33 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
 
 
 
 
H 
A 
U 
P 
T 
V 
E 
R 
S 
U 
C 
H 
 
20 57 ♀ Chron. rez. Tonsillitiden 0 0 
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Tumor-Patienten 
 Nr. Alter ♀/
♂ 
Lokalisation Staging/Grading Nikotin 
[py] 
Alkohol 
[g/d] 
1 54 ♂ Zungengrund k.A. 20 60 
2 60 ♂ Oropharynx pT4 pN0 cM0 G2 60 40 
3 47 ♂ Zungengrund pT3 pN0 cM0 G2 19 47 
4 81 ♀ Tonsillen pT2 pN3 cMx G2 0 0 
5 61 ♀ Uvula pT3 pN0 cMx G2 60 13 
6 53 ♂ Zungengrund pT3 pN2c cM0 G2 30 40 
7 77 ♂ Tonsillen pT3 pN0 cMo G3 0 34 
8 58 ♂ Oropharynx pT2 pN0 cM0 G3 30 34 
9 69 ♂ Oropharynx pT1 pN2a cM0 G2 10 0 
10 46 ♀ Oropharynx pT2 pN2b cM0 G3 7,5 10 
11 51 ♂ Oropharynx pT2 pN3 cMx G3 53 40-80 
12 65 ♂ Oropharynx pT3 pN2a cM0 G2 30 34 
13 51 ♂ Tonsillen pT2 pN1 cMx G2 30 80 
14 54 ♂ Oropharynx pT3 pN2b cM0 G3 10 27 
 
 
V 
O 
R 
V 
E 
R 
S 
U 
C 
H 
15 65 ♂ Oropharynx pT2 pN2 cM0 G2 40 80 
 
1 51 ♂ Oropharynx pT2 pN3 cMx G3 53 40-80 
2 65 ♂ Oropharynx pT3 pN2a cM0 G2 30 34 
3 51 ♂ Tonsillen pT2 pN1 cMx G2 30 80 
4 54 ♂ Oropharynx pT3 pN2b cM0 G3 10 27 
5 62 ♂ Zungengrund pT3 pN0 cMx G1 k.A. k.A. 
6 65 ♀ Tonsillen pT2 pN2b cM0 G3 2 10 
7 61 ♂ Oropharynx pT4a pN2a cM1 G3 20 47 
8 56 ♂ Zungengrund pT2 pN2b cMx G3 30 80 
9 53 ♂ Oropharynx pT4 cN2c cM0 Gx 0 0 
10 65 ♀ Zungengrund pT2 pN1 cM0 G1 5 0 
11 48 ♀ Oropharynx pT2 pN2c cM0 G2 15 10 
12 62 ♂ Oropharynx pT3 pN2b cM0 G1 30 10 
13 61 ♀ Zungengrund pT2 pN0 cM0 Gx 22 k.A. 
14 58 ♀ Oropharynx pT4a pN2a cM0 G3 40 0 
15 65 ♂ Oropharynx pT2 pN2c cM0 G2 40 80 
16 70 ♂ Weichgaumen pT1 pN0 cM0 G3 50 10 
17 56 ♂ Zungengrund pT2 pN0 cM0 G3 15 13 
18 69 ♂ Weichgaumen pT1 pN1 cM0 G2 10 34 
19 65 ♂ Zungengrund pT2 pN0 cM0 G1 0 0 
 
 
 
 
H 
A 
U 
P 
T 
V 
E 
R 
S 
U 
C 
H 
20 61 ♂ Tonsillen pT2 pN2a cM0 G2 0 0 
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3.2 Miniorgankulturen 
3.2.1 Einführung 
Steinsvag et al. gelang es 1991 die ersten Miniorgankulturen herzustellen. 
Dabei wurde das bei Resektionen der Tonsilla pharyngealis gewonnene Ge-
webe in kleine Fragmente zerlegt und 40 Tage bebrütet. Die Fragmente 
schwammen dabei frei in einer Nährlösung. Das adenoide Gewebe wurde 
während dieser Zeit mit Lichtmikroskop, Elektronenmikroskop und Transmis-
sionselektronenmikroskop beobachtet. Die Fragmente bildeten ein mehrrei-
higes und mehrschichtiges Epithel aus, besaßen eine Basalmembran und 
schlagende Zilien. (Abb.6) Anfangs waren Lymphozyten im Gewebe zu er-
kennen, die aber im Laufe der Kultivierung durch kollagenes Bindegewebe 
ersetzt wurden.196 
Kleinsasser et al. entwickelten dieses Verfahren zur Kultivierung von respira-
torischer Schleimhaut weiter. Sie nutzen die Miniorgankulturen, um Versuche 
mit mehrfacher Inkubation von genotoxischen Substanzen durchzuführen.95 
Es gelang ihnen zu zeigen, dass Miniorgankulturen sich stark von Einzelzel-
len unterscheiden. Durch ihren Verbund und ihre Interaktion fiel die Schädi-
gung durch Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) geringer aus als bei Einzel-
zellen.96 Außerdem zeichneten sie sich durch eine stabile Enzymaktivität 
aus, was die Grundlage für ein metabolisches System bildet und somit einem 
in vivo Versuch näher kommt als Einzelzell-Experimente.97  
 
                    
 
Abb.6: Epithelialisierte Miniorgankultur (Vergrößerung links: 40fach; rechts: 100fach) 
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3.2.2 Kultivierungsmedien 
Zur Kultivierung der Miniorgankulturen dienten sterile 24-Well-Platten. Diese 
wurden mit 250 µl eines Agarose – DMEM (Dulbecco’s Modifies Eagle Medi-
um)-Gemisches  beschichtet.  
 
Herstellung von Agarose 1,5 % 
0,45 g Agarosepulver 
(Agar Noble) 
in steriles Gefäß einwiegen 
30 ml Aqua bidestillata  zugeben 
 
1. mischen 
2. in Mikrowelle aufkochen 
3. in Dampfsterilisator bei  
    120°C sterilisieren 
 
 
 
Herstellung von DMEM Lösung  
  9,99 g DMEM Pulver 
11,96 g HEPES* Pulver 
in steriles Gefäß einwiegen 
500 ml Aqua bidestillata  zugeben 
 
1. lösen 
2. den pH-Wert auf 7,2 ein- 
    stellen 
3. Filtration über einen Steril- 
    filter 
*N-2-Hydroxaethylpiperazin-N-2-ethansulfonsäure 
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Herstellung des Nährbodens und Auftragen auf die Platten 
30 ml DMEM Lösung in steriles 50 ml Tube 
geben 
6 ml Fetales Kälberserum   in Tube zugeben 
75 µl nicht-essentielle 
     Aminosäuren 
in Tube zugeben 
120 µl Penicillin-  Strep-
tomycin-Gemisch 
in Tube zugeben 
240 µl Amphotericin B in Tube zugeben 
 
1. steriles 50 ml Tube 
    schwenken 
2. Inhalt des 50 ml Tubes in 
    sterilisierte und   
    aufgekochte Agarose  
    1,5 % geben  
3. je 250 µl pro Well auf die 
    24-Well-Platte pipettieren 
4. Well-Platte für  
    mindestens 2 Stunden 
    bei 4°C auskühlen  
    lassen 
 
 
3.2.3 Herstellung von Miniorgankulturen 
Die Frischbiopsate wurden sofort nach Entnahme in sterile 0,9 %ige Koch-
salzlösung gegeben und umgehend gekühlt und lichtgeschützt in das Labor 
gebracht. Dort wurden sie unter einer sterilen Werkbank auf eine Petrischale 
gegeben und mit einem Skalpell von makroskopisch sichtbaren Koagel, Ge-
fäßen und Bindegewebe getrennt. Anschließend folgte die Zerkleinerung in 
ca. 1 mm3 große Stücke. Diese wurden dreimal in je 5 ml phosphatgepuffer-
ter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. Anschließend wurden in jedes Well 
einer 24-Well-Platte ein bis drei Mukosastücke pipettiert. Pro Well wurden 
250 µl Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM) zugegeben. 
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Herstellung von Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM) 
500 ml Bronchial Epithelial  
Basalmedium 
Supplement Pack: 
- BPE-26 
- Insulin-2.5 
- HC-250 
- Epinephrin-250 
- T3-3.35 
- Transferrin-5 
- RA-50 
 
1. Supplement Pack unter 
steriler Werkbank 
zugeben 
2. mischen 
3. bei 4°C lagern 
 
 
 
 
3.2.4 Kultivierungsphase / Bebrütungsphase 
Die Miniorgankulturen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % 
Luftfeuchtigkeit drei bis vier Wochen bebrütet. Um die Ernährung der Minior-
gankulturen zu gewährleisten, wurde einerseits im Abstand von 48 Stunden 
das Nährmedium BEGM 250 µl erneuert, andererseits die Mukosastücke 
nach jeweils sieben Tagen auf eine neue 24-Well-Platte überführt. 
Während der Bebrütungsphase standen die Miniorgankulturen unter regel-
mäßigen Beobachtung unter einem inversen Mikroskop. Dies diente dazu, 
Infektionen mit Bakterien, Hefen und Schimmelpilzen auszuschließen, sowie 
den Wachstumsfortschritt der sich neu bildenden Epithelschicht zu beurtei-
len. 
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3.3 Vorversuch 
Der Vorversuch sollte zeigen, ob sich die von Benzo(a)pyren-Diolepoxid 
(BPDE) hervorgerufene DNA-Schädigung der Miniorgankulturen durch unter-
schiedliche Konzentrationen des Wachstumsfaktors TGF-α beeinflussen 
lässt. Es wurden absteigende Verdünnungsreihen von TGF-α mit Aqua bi-
destillata hergestellt. Die Endkonzentration betrugen 100, 50 und 25 ng/ml. In 
jeweils zwei Wells wurden die Miniorgankulturen mit der gleichen Konzentra-
tion für 24 Stunden stimuliert. Weitere zwei Wells wurden zur Negativkontrol-
le herangezogen. Die darin befindlichen Miniorgankulturen wurden ebenfalls 
mit TGF-α in der höchsten Konzentration für 24 Stunden stimuliert, um durch 
TGF-α verursachte DNA-Schäden ausschließen zu können. 
Zwei Wells wurden ausschließlich mit BPDE behandelt, um den Einfluss von 
TGF-α zu erfassen, so dass ein Ausgangswert für die Schädigung ohne 
TGF-α ermittelt werden konnte. Nachdem TGF-α 24 Stunden eingewirkt hat-
te, wurden die Miniorgankulturen zweimal mit je 250 µl BEGM gewaschen. 
Um gleiche Bedingungen zu schaffen, wurde auch in den beiden Negativkon-
trollen das Medium erneuert. 
BPDE wurde folgend mit Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und je 25 µl in je-
des Well, ausschließlich der Negativkontrolle, gegeben, so dass eine End-
konzentration von 9 µM vorlag. Anstelle von BPDE wurde für die Negativkon-
trolle 25 µl DMSO verwendet. Die Miniorgankulturen inkubierten für eine 
Stunde bei 37°C im Wasserschüttelbad. Anschließend wurden alle mit BPDE 
geschädigten Miniorgankulturen zweimal mit BEGM gewaschen und auch 
hier, zur Gewährleistung gleicher Bedingungen in den zwei Wells der Nega-
tivkontrolle, das Nährmedium ausgetauscht. 
In Abbildung 7 ist das Schema des Versuches dargestellt: 
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Abb.7: Schema des Vorversuches  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
= Vitalität 
100 =TGF-α 100 ng/ml; 24h; 37°C 
50 =TGF-α 50 ng/ml; 24h; 37°C 
25 =TGF-α 25 ng/ml; 24h; 37°C 
D = 25 µl Dimethylsulfoxid (DMSO); 1h; 37°C 
B = 9 µM Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE); 1h; 37°C 
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3.4 Versuch mit Cetuximab und Erlotinib   
In diesem Versuch wurde der Einfluss von TGF-α, Cetuximab und Erlotinib 
auf die DNA-Schädigung durch BPDE untersucht. Die Miniorgankulturen der 
ersten beiden Wells wurden als Negativkontrolle verwendet. Am ersten Tag 
wurden den Proben DMSO und Aqua bidestillata zugegeben, am zweiten 
Tag folgte die Stimulation mit TGF-α 50 ng/ml für 24 Stunden. Anstatt der 
Schädigung durch BPDE wurde am dritten Tag DMSO für eine Stunde zuge-
geben. Ziel war es, wie schon im Vorversuch, DNA-Schäden durch Aqua bi-
destillata, DMSO sowie TGF-α auszuschließen. 
Als Ausgangswert diente die durch BPDE hervorgerufene DNA-Schädigung. 
Hierzu wurden zwei Wells nicht mit TGF-α stimuliert, sondern ausschließlich 
mit BPDE geschädigt. 
In die zwei rechten Wells der oberen Reihe wurde zusätzlich vor der Schädi-
gung mit Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE), TGF-α 50 ng/ml zugeführt, um 
einen Ausgangswert für den Einfluss des TGF-α auf die BPDE-Schädigung 
zu erhalten. 
In den folgenden Wells wurden die Miniorgankulturen vor Zugabe von TGF-α 
und BPDE mit den Medikamenten Cetuximab und Erlotinib behandelt. Diese 
wirkten 24 Stunden ein und wurden anschließend mit je 250 µl BEGM herun-
tergewaschen. Cetuximab ist ein monoklonaler Antikörper, der in der Thera-
pie von Kopf-Hals-Karzinompatienten einmal wöchentlich durch eine intrave-
nöse Gabe in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie verabreicht 
wird.43 Im Versuchsaufbau wurde Cetuximab am ersten Tag einmalig den 
Miniorgankulturen zugeführt.  
Erlotinib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der in Kombination mit anderen onko-
logischen Therapeutika verabreicht wird. Auf Grund seiner kurzen Halb-
wertszeit muss Erlotinib täglich oral aufgenommen werden.44 Daher wurde in 
der vorliegenden Arbeit Erlotinib 24 Stunden bei Einmalgabe, und 24 bzw. 48 
Stunden bei Zweimalgabe vor der Schädigung zugeführt.  
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Am zweiten Tag wurden die mit Cetuximab und Erlotinib vorbehandelten Mi-
niorgankulturen mit TGF-α 50 ng/ml für 24 Stunden stimuliert und danach mit 
je 250 µl BEGM gewaschen. Um gleiche Bedingungen zu schaffen, wurde 
auch in den Wells mit unbehandelten Miniorgankulturen das Medium erneu-
ert. Vor der Schädigung mit BPDE wurde, wie im Vorversuch, zweimal das 
BEGM in jedem Well ausgetauscht. Danach folgte auch hier eine Schädi-
gung durch BPDE mit  einer Endkonzentration von 9 µM, wobei die Negativ-
kontrolle anstelle von BPDE mit 25 µl DMSO versetzt wurde. Es schloss sich 
eine Inkubation für eine Stunde bei 37°C im Wasserschüttelbad an. Alle mit 
BPDE geschädigten Miniorgankulturen wurden erneut zweimal mit BEGM 
gewaschen. In den zwei Wells der Negativkontrolle wurde ebenfalls das 
Nährmedium ausgetauscht. Das Versuchsschema ist in Abbildung 8 darge-
stellt: 
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Abb.8: Schema des Versuches mit Erlotinib und Cetuximab  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
= Vitalität 
50 = TGF-α 50 ng/ml; 24h; 37°C 
A = 25 µl Aqua bidestillata; 24h; 37°C 
D = 25 µl Dimethylsulfoxid (DMSO); 1h; 37°C 
B = 9 µM Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE); 1h; 37°C 
C = 10 µg/ml Cetuximab; 24h; 37°C 
E = 0,5 µM Erlotinib; 24h; 37°C 
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3.5 Herstellung von Einzelzellen 
Die Arbeiten erfolgten unter Infrarotlicht, um DNA-Schäden durch UV-Licht 
ausschließen zu können.  
Zum Herauslösen der Zellen aus dem Zellverband wurden jeweils die Minior-
gankulturen aus zwei gleichbehandelten Wells in ein mit 600 µl Enzymlösung 
gefülltes EppendorfTM-Tube überführt. Die Enzymlösung wurde wie folgt her-
gestellt: 
 
50 mg Protease 
10 mg Hyaluronidase 
10 mg Collagenase P 
 
± 0,5 mg in steriles 50 ml Tube einwiegen 
und in 10 ml Nährmedium lösen 
 
Die Tubes wurden auf einem Minishaker geschüttelt und anschließend durch 
einen Polypropylenfilter (Porendurchmesser 0,22 µm) steril filtriert. Danach 
wurden 600 µl in jedes EppendorfTM-Tube vorgelegt. 
Nach Zugabe der Miniorgankulturen wurden die EppendorfTM-Tube bei 37°C 
45 min im Schüttelwasserbad inkubiert. Nach der Inkubation wurden einer-
seits die EppendorfTM-Tubes im Eisbad gekühlt und andererseits mit 600 µl 
fetalem Kälberserum versetzt, um die Enzymaktivität zu stoppen. Jedes Ep-
pendorfTM-Tube wurde 20 Sekunden auf dem Minishaker gerüttelt, um die 
Zellen vom Bindegewebe zu lösen. Danach wurde aus jedem Tube das Bin-
degewebe mit einer sterilen Kanüle entfernt. Die Zellsuspension wurde an-
schließend in einer Zentrifuge mit einem Rotorradius von 21,1 cm bei 800 
Umdrehungen pro Minute und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abpipettiert, das übriggebliebene Zellpellet mit 1000 µl einer 4°C kal-
ten phosphatgepufferten Kochsalzlösung (PBS) resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Dieser Reinigungsvorgang mit PBS wurde ein weiteres Mal 
durchgeführt. Danach wurde der Überstand mit einer Pipette abgesaugt und 
das Zellpellet für den Comet Assay oder den Trypanblau-Vitalitätstest ver-
wendet. 
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3.6 Comet Assay  
3.6.1 Einführung 
Der Comet Assay, auch alkalische Einzelzellgelelektrophorese genannt, 
dient dem quantitativen Nachweis von DNA-Schäden. 1984 wurde er erst-
mals von Östling und Johanson beschrieben und DNA-Doppelstrangbrüche 
an Säugetierzellen nachgewiesen.145 1987 wurde der Comet Assay erstmals 
mit menschlichen Zellen (u.a. Plattenepithelkarzinomzellen) durchgeführt.146  
Singh et al. entwickelten die Methode 1988 weiter, indem sie alkalische Puf-
fer verwandten und somit auch der Nachweis von Einzelstrangbrüchen,            
alkalilabilen Stellen, Crosslinks und inkompletten Exzisionsreparaturstellen 
gelang.189 
Zahlreiche Studien trugen zur Etablierung des Comet Assays als geeignetes 
Verfahren zur Quantifizierung von DNA-Schäden bei.53, 61, 72, 202 
Zur Sicherung und Verbesserung der Reliabilität und der Validität kommen 
heute die Kriterien des International Workshop on Genotoxicity Test Proce-
dures (IWGTP) 25, 203 und die Richtlinien des Internationalen Comet Assay 
Workshops 5, 75 zur Durchführung und Auswertung des Comet Assays zur 
Anwendung.  
Der Comet Assay ist ein Verfahren, bei dem die DNA auf einem mit Agarose 
beschichtetem Objektträger der Wanderung im elektrischen Feld zugänglich 
gemacht wird. Dabei verbleibt die intakte DNA im Zellkern, die fragmentierte 
DNA wandert hingegen zur Anode. Die Wanderungsstrecke ist abhänig von 
der Größe der Fragmente. Je kleiner das DNA-Fragment ist, umso schneller 
ist die Wanderungsgeschwindigkeit und somit auch die in einer bestimmten 
Zeit zurückgelegte Strecke. Dadurch entsteht nach Anfärbung und Betrach-
tung unter dem Fluoreszenzmikroskop das Bild eines Kometen, mit dem 
Nukleus als Kopf und der fragmentierten DNA als Schweif. 
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3.6.2 Objektträger 
Für den Comet Assay wurden spezielle, zur besseren Haftung der Agarose 
an den Längsseiten mattierte, Objektträger (24 x 70 mm) benutzt. Diese wur-
den nach Nummerierung mit einem Diamantstift und vor dem Auftragen der 
Zellen mit 85 µl Agarose 0,5 % grundiert. 
 
Herstellung der Agarose 0,5 %: 
0,1 g normal melting 
Agarose 0,5 % 
Einwiegen, in 20 ml PBS lösen und aufkochen. 
 
Danach härteten die Objektträger mindestens zwei Tage aus. 
 
Zum Aufbringen der Zellen auf den Objektträger wurden die Zellpellets mit je 
75 µl Agarose 0,7 % resuspendiert, auf den Objektträger aufgetragen und mit 
einem Deckglas versehen.  
 
Herstellung der Agarose 0,7 %: 
0,7 g low melting 
Agarose 0,7 % 
Einwiegen, in 10 ml PBS lösen, aufkochen und im 
Wasserbad auf 37°C temperieren. 
 
Zum Aushärten wurden die Objektträger für 15 Minuten auf eine gekühlte 
Metallplatte gelegt. Nach Abziehen des Deckglases folgte eine erneute Be-
schichtung mit 85 µl Agarose 0,7 %, sowie eine weitere Aushärtung für 15 
Minuten. 
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3.6.3 Lyse 
Die Lyse diente der Auflösung von Kern- und Zellmembranen. Dazu wurden 
die Objektträger ohne Deckglas für eine Stunde in eine Färbekammer gestellt 
und mit 100 ml einer 4°C kalten Lyselösung vollständig bedeckt. 
 
Herstellung der Lysestammlösung: 
146,4 g NaCl (2,5 M) 
1,2 g Trihydroxymethyl-
aminomethan (10 mM) 
 
 
einwiegen und in 
500 ml Aqua bi-
destillata lösen 
37,2 g Na2EDTA  
(100 mM) 
 
 
unter Zugabe von 
NaOH-Plätzchen 
einwiegen und in 
160 ml Aqua bi-
destillata lösen 
10 g N-Laurylsarcosin-
natriumsalz (1 %) 
 
 
einwiegen und in 
160 ml Aqua bi-
destillata lösen 
 
 
 
 
Alle drei Lösungen 
in einen Messkolben 
geben, auf einen 
Liter mit Aqua bi-
destillata 
auffüllen und auf 
einen pH-Wert von 
10 einstellen. 
Mindesthaltbarkeit bei Raumtemperatur: 12 Monate 
 
Herstellung der Lysegebrauchslösung: 
  1 ml Triton X 100 
10 ml DMSO 
 
in ein 250 ml Becherglas geben und auf  
100 ml mit Lysestammlösung auffüllen.  
Danach die Lösung auf 4°C kühlen. 
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3.6.4 Elektrophorese 
Zur Durchführung der Elektrophorese wurde die Elektrophoresekammer in 
ein 4°C kaltes Wasserbad gestellt, an einen Generator angeschlossen und 
mit Hilfe der Dosenlibelle justiert.  Die Objektträger wurden aus der Lyselö-
sung genommen und horizontal in die Elektrophoresekammer eingelegt. Die 
Ausrichtung erfolgte anodenwärts (Abb.9). Anschließend wurde die Elektro-
phoresekammer luftblasenfrei mit Puffer befüllt. 
  
 
 
Abb.9: Elektrophoresekammer 
 
 
 
 
 
 
Herstellung des Elektrophoresepuffers: 
24 g NaOH Pellets 
0,744 g EDTA disodium 
 
In Messbecher einwiegen, auf zwei Liter mit 
Aqua bidestillata auffüllen und auf 4°C tem-
perieren. 
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Die Objektträger wurden 20 Minuten im alkalischen Milieu belassen. Dies 
diente der Entspiralisierung der DNA. Danach folgte die 20-minütige Elektro-
phorese bei 25 V und 300 mA. 
Nach diesem Vorgang wurden die Objektträger zum Zwecke der Neutralisa-
tion auf Färbebänke überführt und im Abstand von 5 Minuten dreimal mit 
Trismapuffer benetzt. 
 
Herstellung des Neutralisationspuffers: 
48,5 g Trishydroxymethyl-
aminomethan 
Einwiegen und in einem Liter Aqua bidestillata 
lösen. Anschließend den pH-Wert auf 7,5  
einstellen. 
 
 
3.6.5 Färbung mit Ethidiumbromid 
Zum Anfärben der DNA wurde der Farbstoff Ethidiumbromid verwendet. Die-
ser interkaliert mit Nukleinsäuren, was zu einer Änderung des Absorptions-
spektrums und dadurch zu einer orange-roten Fluoreszenz im Bereich von 
300 nm (UV-Licht) führt.78 
Die Menge an DNA, sowie die Länge der einzelnen Stränge ist proportional 
zur Strahlungsstärke, d.h. je mehr DNA vorhanden ist und je länger die Nuk-
leinsäurestränge sind, desto intensiver ist die Fluoreszenz. 78 
Auf jeden Objektträger wurde 75 µl Ethidiumbromidlösung (0,02 mg/ml) pi-
pettiert und darauf ein Deckglas gelegt. Die Aufbewahrung erfolgte in Objekt-
trägerkästen, welche mit Aqua bidestillata befeuchtet wurden. 
 
Herstellung von Ethidiumbromidlösung 0,02 mg/ml: 
Ethidiumbromidstammlösung 
0,2 mg/ml 
1:10 Verdünnung mit Aqua bidestillata und  
Filtration durch einen gemischten Zellulosees-
terfilter  
(Porendurchmesser 0,22 µm)  
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3.6.6 Auswertung 
Die Auswertung erfolgte mit einem DMLB Fluoreszenzmikroskop in 
400facher Vergrößerung. An das Mikroskop war eine CCD-Kamera ange-
schlossen, die das Bild digitalisierte. Die Verarbeitung des Bildmaterials er-
folgte mit dem Programm Komet 3.1. Mit diesem wurden pro Objektträger 80 
zufällig ausgewählte Zellen ausgewertet (Abb.10). Zur Auswertung wurde 
sowohl der prozentuale DNA-Anteil im Schweif (%tail DNA oder %DNA) als 
auch der Olive Tail Moment (OTM) herangezogen und gegenübergestellt. 
Der OTM ist das Produkt aus der DNA Menge des Schweifes, gemessen an 
der Strahlungsstärke der Fluoreszenz im Verhältnis zur Gesamt DNA, und 
der durchschnittlichen Wanderungsstrecke des Schweifes.141, 142 
 
       
Abb.10: Auswertung einer Zelle mit dem Programm Komet 3.1 
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3.7 Vitalitätstest 
Die Vitalität der Zellen wurde mit dem Trypanblau-Ausschlusstest be-
stimmt.153 Trypanblau ist ein blauer Farbstoff, der in vitale Zellen nicht ein-
dringen kann. Eine Aufnahme des Farbstoffes in die Zelle ist auf eine verän-
derte Membrandurchlässigkeit zurückzuführen. Somit färben sich avitale Zel-
len blau an.  
Die Auszählung der Zellen erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer (Abb.11). 
Dazu wurde auf die Kammer ein Deckglas gelegt und am Rande dieses Gla-
ses die Suspension aus Zellpellet und 50 µl Trypanblau pipettiert. Durch die 
Kapillarstruktur der Kammer füllte sich diese mit der Suspension. Anschlie-
ßend wurden die Zellen unter einem Phasenkontrastmikroskop in 400facher 
Vergrößerung ausgezählt. 
 
 
 
 
  Abb.11: Neubauer-Zählkammer 
 
 
 
 
   vitale Zellen 
Ergebnis % :                   x 100 
       Zellen gesamt
 (vitale Zellen + avitale Zellen) 
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3.8 Anhang 
3.8.1 Herstellerliste der Verbrauchsmaterialien und Chemi-
kalien 
Verbrauchsmaterialien Firma 
24-Well-Platten Falcon, Heidelberg 
Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) Midwest Research Insitute, 
Kansas City, USA 
Cetuximab, ErbituxTM  5 mg/ml 
Infusionslösung 20 ml 
Merck, Darmstadt 
Combitips  Eppendorf, Hamburg 
Deckgläser für Objekträger (76 x 26 mm) Langenbrick, Emmedingen 
Einmalspritzen (5 und 10 ml) Becton Dickinson, Heidelberg 
Einwegfiltereinheiten steril;  
Millex-GV; Millex-GS 
Millipore, Eschborn 
Erlotinib LC Labs, Woburn, MA, USA 
Kanülen VWR, Ismaning 
Objektträger 24 x 70 mm  
je 5 mm seitlich mattiert 
Langenbrick, Emmedingen 
Objekträgerkasten GLW, Würzburg 
Pipetten aus Polystyrol (2, 10, 25 ml); steril Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen (200; 1000 µl); steril Eppendorf, Hamburg 
Petrischalen VWR, Ismaning 
Pinzetten Angiokard, Fiedeburg 
Reaktionsgefäß 1,5 ml Eppendorf, Hamburg 
Röhrchen mit Schraubverschluss (13 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Röhrchen mit Schraubverschluss (50 ml) Greiner, Frickenhausen 
Stericup (150 ml), steril Millipore, Eschborn 
Skalpell Pfm, Köln 
Schreibdiamant Renner, Dannstadt 
TGF-α 0,1 mg Flasche Sigma and Aldrige, Taufkirchen 
Tubes Eppendorf, Hamburg 
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Chemikalien Firma 
Aminosäuren, nicht essentiell Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Aqua bidest Apotheke des Klinikums der LMU, 
München 
Agar Noble DIFCO, Detroit, USA 
Alkohol 70 %, 80 %, absolut  Apotheke des Klinikums der LMU, 
München 
Bronchial Ephithelial Basal Medium 
(BEBM) 
Promocell, Heidelberg 
Ethidiumbromid Sigma, Steinheim 
EGFR-Rezeptor Sonden Abbott, Illinois, USA 
Ethylendiamintetraessigsäure-di-
Natriumsalz 
Serva, Heidelberg 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
Fetales Kälber Serum (FCS) Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Fungizone Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
HEPES  
(N-2-Hydroxaethylpiperazin-N-2-
ethansulfonsäure) 
Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Hyaluronidase aus Schafshoden Sigma, Steinheim 
Kollagenase P aus  
Clostridium Histolyticum 
Roche, Mannheim 
Low Melting-Agarose, Sea-Plaque 
GTG, 0,7% 
FMC-Bio Products, Rockland, USA 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma, Steinheim 
Natriumhydroxid Plätzchen (NaOH) Merck, Darmstadt 
N-Lauroylsarcosin Natrium Salz Sigma, Steinheim 
Normal Melting-Agarose  
Seakem LE, 0,5 % 
FMC-Bio Products, Rockland, USA 
Protease aus Streptomyces griseus Sigma, Steinheim 
Penicillin-Streptomycin-Lösung Sigma, Steinheim 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Supplement Pack für BEGM Promocell, Heidelberg 
Trypanblau 0,4% Gibco Lifetechnologies, Eggenstein 
Triton X-100 Sigma, Steinheim 
Trishydroxymethylaminomethan Merck, Darmstadt 
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3.8.2 Laborgeräte 
 
Gerätebezeichnung Firma 
Analysewaage;  
Voyager (0,1 mg-62 mg) 
Ohaus, Gießen 
Akku-Jet Eppendorf, Hamburg 
Brutschrank, Function Line Heraeus, Hanau 
Brutschrank, HeraCell Heraeus, Hanau 
Bunsenbrenner  
Combitip Eppendorf, Hamburg 
Eismaschine KF 75 Migel ice line, Mailand, Italien 
Elektrophoresenetzgerät, E865 Renner, Dannstadt 
Elektrophoresewanne,  
Horizontalwanne (237*180 mm) 
Renner, Dannstadt 
Kühlschrank (+4°C)  Bosch, Stuttgart 
Magnetrührgerät, Combimag RCT IKA, Staufen 
Mikroskop (Standart) Zeiss, Oberkochen 
Mikroskop (Inversion), DM IRB Leica, Herbruggen, Schweiz 
Mikroskop (Fluoreszenz), DM LB Leica, Herbruggen, Schweiz 
Mikroskop Filtersystem,  
N 2.1, BP 516-560 
Leica, Herbruggen, Schweiz 
Mikroskop Filtersystem,  
I 3, BP 450-490 
Leica, Herbruggen, Schweiz 
Mikroskop Objektive  
100x / 1,25 Öl 
40x / 0,5  
10x / 0,22  
4x / 0,1 
Leica, Herbruggen, Schweiz 
Mikrowelle, MWS 2819 Bauknecht, Schorndorf 
Minishaker, MS 1 IKA-WORKS, Wilmington, USA 
Pipetten  
10, 100, 1000 µl 
Eppendorf, Hamburg 
ph-Meter, 766 Calimatic Knick, Berlin 
Programm, Comet 3.1 Kinetic Imaging, Liverpool, GB 
Programm, Excel Microsoft, Unterschleißheim 
Schüttelwasserbad, 1083 GFL, Burgwedel 
Schüttler, Vortex Genie 2 Scientific, Bohemia, NY, USA 
Spiegelreflexkamera Minolta, Osaka, Japan 
Sterilbank, Herasafe Heraeus, Hanau 
Waage, 1419 (1 mg-600 g) Sartorius, Gießen 
Wasserbad, 1002 GFL, Burgwedel 
Zellzählkammer (Neubauer) Merck, Darmstadt 
Zentrifuge, Varifuge 3.ORS Heraeus, Hanau 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Vitalitäten 
Zum Ausschluss zytotoxischer Zellschädigungen und apoptotischer Vorgän-
ge wurde nach der Inkubation der Miniorgankulturen mit allen verwendeten 
Testsubstanzen, sowie nach der Auftrennung der Miniorgankulturen in Ein-
zelzellen, ein Vitalitätstest mit dem Trypanblau-Ausschlusstest durchgeführt. 
Dabei lagen die Vitalitäten in den Vorversuchen stets über 93% und in den 
Versuchen mit Cetuximab und Erlotinib stets über 80%. 
 
4.2 Statistische Analysen 
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSSTM 
Version 18. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden Boxplots verwendet. In-
nerhalb der Box des Boxplots liegen 50% der Werte (unteres und oberes 
Quatil). Die Länge der Box wird dabei als Interquartilsabstand (IQR) bezeich-
net. Der Median als durchgehender Strich in der Box veranschaulicht die 
Verteilung der Einzelwerte und deren Schiefe. Der Whisker wurde als Be-
grenzung jener Datenwerte gewählt, die sich binnen des 1,5fachen 
Interquartilsabstandes (1,5xIQR) befinden. Liegen alle Werte des Versuches 
in diesem Bereich, so endet der Whisker am niedrigsten (unterer Whisker), 
bzw. am höchsten Wert (oberer Whisker). Alle sich darüber hinaus befind-
lichen Werte sind als so genannte Ausreißerwerte (>1,5xIQR) mit einem 
Kreis (°), beziehungsweise als Extremwerte (>3xIQR) mit einem Stern (*) 
gekennzeichnet. Die Einzelwerte, welche zur statischen Auswertung heran-
gezogen wurden, entstanden jeweils aus dem arithmetischen Mittel von 80 
ausgewerteten Zellen des Versuches.  
Die Normalverteilung der Werte wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test er-
mittelt. Da die Bedingung der Normalverteilung bei den hier vorliegenden 
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Werten gegeben war, konnte der T-Test angewandt werden. Um die Werte 
innerhalb eines Versuches (z.B. DNA-Schädigung durch BPDE vs. negativ 
Kontrolle der selben Patientengruppe) zu vergleichen, wurde der verbundene 
T-Test eingesetzt. Zum Vergleich zweier unabhängiger Größen, wie z.B. von 
Tumorpatienten mit Non-Tumorpatienten wurde der unverbundene T-Test 
angewandt. Dem multiplen Testproblem (Problem der Inkonsistenz und der 
Inflation des Alphafehlers bei multiplen Nullhypothesen) wurde mit der Bon-
ferroni-Korrektur begegnet und ein lokales Signifikanzniveau für jede Null-
hypothese definiert, indem das globale Signifikanzniveau durch die Anzahl 
der Tests innerhalb einer Gruppe dividiert wurde. Das globale Signifikanzni-
veau wurde mit p ≤ 0,05 festgelegt. 
Zum Vergleich von OTM- mit %DNA-Werten wurde die Pearson-Korrelation 
herangezogen. Die Darstellung der Werte erfolgte in einem Punktdiagramm. 
 
4.3 Patientendaten  
Im Vorversuch wurden Schleimhautbiopsate von n=30 Patienten untersucht. 
Dabei handelte es sich um 15 Patienten, die an einem Oropharynxkarzinom 
litten (Durchschnittsalter: 59,47 Jahre; von 46-81 Jahren; 3♀; 12♂) und wei-
tere 15 Kontrollpatienten ohne Karzinomerkrankung (Durchschnittsalter: 
33,44 Jahre; von 18-48 Jahren; 8♀; 7♂).  
Bei den Versuchen mit Erlotinib und Cetuximab (n=40) wurden Schleimhaut-
proben von 20 Patienten mit einem Orophyrynxkarzinom verwendet (Durch-
schnittsalter: 59,90 Jahre; von 48-70 Jahren; 5♀; 15♂), sowie 20 Proben von 
tumorfreien Kontrollpatienten (Durchschnittsalter: 32,94 Jahre; von 18-59 
Jahren; 10♀; 10♂). (siehe S.30 und 31)  
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4.4 Schädigung mit BPDE 
Die BPDE-induzierten Strangbrüche wurden durch die Entspiralisierung im 
alkalischen Milieu separiert und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Im elekt-
rischen Feld wandern kleinere DNA Fragmente schneller und somit weiter in 
Richtung der Anode, wohingegen größere Fragmente im Zellkern verbleiben. 
Durch Anfärbung mit Ethidiumbromid kann die DNA unter dem Fluoreszenz-
mikroskop sichtbar gemacht werden. Dabei entsteht das Bild eines Kometen, 
mit intakter DNA im Kopf und fragmentierter DNA im Schweif. Als Maß der 
Schädigung diente der Olive Tail Moment (OTM) (Abb.12 a+b). Er ist die re-
lative Fluoreszenzdichte des Schweifes multipliziert mit der durchschnittli-
chen Wanderungsstrecke der DNA.141, 142  
 
 
Abb.12a:  
Bild einer unge-
schädigten Zelle 
im Fluoreszens-
mikroskop. 
 
Vergrößerung: 
400fach 
 
 
 
 
 
 
 
      Abb.12b:  
Bild einer geschä-
digten Zelle mit 
einem nach rechts 
verlaufenden 
Schweif im  
Fluoreszens-
mikroskop 
 
Vergrößerung: 
400fach 
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4.5 Ergebnisse Vorversuch: Dosiswirkungs-
kurve von TGF-α 
 
4.5.1  Ergebnisse der Nontumorgruppe 
 Dosiswirkungskurve von TGF-α  
 
 
 
Abb.13: Ausmaß der DNA-Schädigung bei Nontumor-Patienten. (n=15). Vergleich der 
OTM-Werte von Solventen (Kontrolle) mit BPDE, sowie BPDE unter Zugabe unter-
schiedlicher TGF-α Konzentrationen.  
 
Abkürzungserläuterung: 
Kontrolle = Dimethylsulfoxid (DMSO) + Aqua bidestillata  
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF25 = TGF-α 25 ng/ml 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
TGF100 = TGF-α 100 ng/ml 
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In der Kontrolle wurden die Solventen der unterschiedlichen Testsubstanzen, 
Aqua bidestillata und Dimethylsulfoxid (DMSO), auf ihre genotoxischen 
Eigenschaften getestet. Hierbei ließ sich keine relevante DNA-
Fragmentierung erkennen (Mittelwert: 0,91 OTM). Im Gegensatz dazu zeigte 
eine Inkubation der Miniorgankulturen mit BPDE eine signifikante DNA-
Schädigung gegenüber der Kontrolle (Mittelwert: 8,00 OTM). 
Vergleich p-Wert 
Kontrolle vs. BPDE < 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007  
 
Eine zusätzliche Gabe von TGF-α zu BPDE (Mittelwerte: TGF25 = 6,52 
OTM; TGF50 = 6,97 OTM; TGF100 = 6,63 OTM) ergab keinen signifikanten 
Unterschied zu BPDE alleine. 
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. TGF25+BPDE 
BPDE vs. TGF50+BPDE 
BPDE vs. TGF100+BPDE 
0,031 
0,058 
0,022 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007 
 
Des Weiteren zeigte sich keine Disparität der verschiedenen TGF-α Konzent-
rationen.  
Vergleich p-Wert 
TGF100+BPDE vs. TGF50+BPDE  
TGF100+BPDE vs. TGF25+BPDE  
TGF50+BPDE vs. TGF25+BPDE 
0,685 
0,900 
0,466 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007  
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4.5.2  Ergebnisse der Karzinom-Gruppe  
Dosiswirkungskurve von TGF-α  
 
 
 
Abb.14: Ausmaß der DNA-Schädigung bei tumorfreier Schleimhaut von Karzinom-
patienten (n=15). Vergleich der OTM-Werte von Solventen (Kontrolle) mit BPDE, sowie 
BPDE unter Zugabe unterschiedlicher TGF-α Konzentrationen.  
 
Abkürzungserläuterung: 
Kontrolle = Dimethylsulfoxid (DMSO) + Aqua bidestillata 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF25 = TGF-α 25 ng/ml 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
TGF100 = TGF-α 100 ng/ml 
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In der Kontrolle der Karzinompatientengruppe konnte ebenfalls eine DNA-
Fragmentierung der tumorfreien Schleimhautzellen durch die Lösemittel   
Aqua bidestillata und DMSO ausgeschlossen werden (Mittelwert: 0,84 OTM). 
Hingegen zeigte BPDE eine signifikante DNA-Schädigung (Mittelwert: 9,12 
OTM) gegenüber der Kontrolle. 
 
Vergleich p-Wert 
Kontrolle vs. BPDE < 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007 
 
Bei Zugabe von TGF-α kam es bei allen Konzentrationen (Mittelwerte: 
TGF25 = 7,01 OTM; TGF50 = 6,57 OTM; TGF100 = 6,28 OTM) zu einer Ver-
ringerung des durch BPDE induzierten DNA-Schadens.  
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. TGF25+BPDE 
BPDE vs. TGF50+BPDE 
BPDE vs. TGF100+BPDE 
0,001 
< 0,001 
0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007 
 
Es ließ sich auch hier kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen  
TGF-α Konzentrationen feststellen. 
Vergleich p-Wert 
TGF100+BPDE vs. TGF50+BPDE 
TGF100+BPDE vs. TGF25+BPDE  
TGF50+BPDE vs. TGF25+BPDE  
0,709 
0,125 
0,409 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,007 
 
Ergebnisse 
 59
4.6 Ergebnisse Erlotinib und Cetuximab 
 
4.6.1 Ergebnisse der Nontumorgruppe 
Vergleich von BPDE und TGF-α  
 
 
 
Abb.15: Darstellung der DNA-Schädigung bei Nontumor-Patienten (n=20). Vergleich der 
OTM-Werte von Solventen und Testsubstanzen (Kontrollen) mit BPDE, sowie von BPDE 
mit der Zugabe von TGF-α 50 ng/ml. 
 
Abkürzungserläuterung: 
Kontrolle 1 = Dimethylsulfoxid (DMSO) + Aqua bidestillata 
Kontrolle 2 = TGF-α 50 ng/ml + 
   Cetuximab 10 µg/ml + 
   Erlotinib 0,5 µM + 
   Dimethylsulfoxid (DMSO)  
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
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Kontrolle 1 diente dem Ausschluss genotoxischer Potentiale der Testsub-
stanzsolventen Aqua bidestillata und Dimethylsulfoxid (DMSO). Es konnte 
kein genotoxischer Effekt eruiert werden (Mittelwert: 0,59 OTM).  
In der Kontrolle 2 wurden die Testsubstanzen (TGF-α, Cetuximab, Erlotinib) 
selbst auf ihre DNA-Schädigende Wirkung untersucht. Hier zeigte sich eben-
falls keine DNA-Fragmentierung der Schleimhautzellen (Mittelwert: 0,61 
OTM). 
In der Gegenüberstellung beider Kontrollen ergaben sich keine Differenzen. 
Vergleich p-Wert 
Kontrolle 1 vs. Kontrolle 2 0,315 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Im Vergleich dazu konnte für BPDE eine hohes Maß an DNA-Schädigung 
nachgewiesen werden (Mittelwert: 8,05 OTM). 
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. Kontrolle 1  
BPDE vs. Kontrolle 2 
< 0,001 
< 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Ein Einfluss von TGF-α 50 ng/ml auf die DNA-Schädigung durch BPDE ließ 
sich nicht nachweisen (Mittelwert: 8,63 OTM). 
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. TGF50+BPDE 0,452 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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Vergleich von Cetuximab und Erlotinib  
 
 
 
 
Abb.16: Darstellung der DNA-Schädigung von Nontumor-Patienten (n=20). Vergleich 
der OTM-Werte von TGF-α mit der Zugabe von je Cetuximab oder Erlotinib. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
C = Cetuximab 10 µg/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
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Die Zugabe von Cetuximab zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 7,02 OTM) konnte 
im Vergleich mit BPDE und TGF50+BPDE keinen signifikanten Unterschied 
erwirken. 
Vergleich p-Wert 
C+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 
C+TGF50+BPDE vs. BPDE  
0,039 
0,005 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Die einmalige Zugabe von Erlotinib zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 7,78 OTM) 
führte zu keinen signifikanten Veränderungen gegenüber BPDE oder 
TGF50+BPDE. 
Vergleich p-Wert 
E+TGF50+BPDE vs. BPDE 
E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE  
0,300 
0,107 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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 Kombination von Cetuximab mit Erlotinib  
 
 
 
Abb.17: Darstellung der DNA-Schädigung von Nontumor-Patienten (n=20). Vergleich 
von einmaliger und zweimaliger Erlotinibgabe, sowie die Gegenüberstellung der OTM-
Werte von Cetuximab/Erlotinib-Kombinationen. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
C = Cetuximab 10 µg/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
E+E = zweimalige Gabe von Erlotinib 0,5 µM 
CE = Cetuximab 10 µg/ml + Erlotinib 0,5 µM 
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Die zweimalige Gabe von Erlotinib zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 7,41 OTM) 
zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Gabe von BPDE oder 
TGF50+BPDE. Im direkten Vergleich mit der einmaligen Erlotinibgabe ergab 
sich ebenfalls keine Signifikanz. 
 
Vergleich p-Wert 
E+E+TGF50+BPDE vs. BPDE 
E+E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE  
E+E+TGF50+BPDE vs. E+TGF50+BPDE 
0,583 
0,357 
0,817 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Die simultane Gabe von Cetuximab und Erlotinib (Mittelwert: 7,50 OTM) hat-
te keinen signifikanten Einfluss auf die DNA-Schädigung im Vergleich zu 
BPDE oder TGF50+BPDE. Außerdem gab es keinen Unterschied der Kom-
bination von Cetuximab und Erlotinib im Vergleich zur DNA-Schädigung bei 
alleiniger Cetuximabgabe oder Erlotinib-Einzelgabe. 
Vergleich p-Wert 
CE+TGF50+BPDE vs. BPDE 
CE+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 
CE+TGF50+BPDE vs. C+TGF50+BPDE  
CE+TGF50+BPDE vs. E+TGF50+BPDE  
0,228 
0,081 
0,369 
0,898 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Bei gleichzeitiger Gabe von Cetuximab und Erlotinib-Zweifachgabe zu 
TGF50+BPDE (Mittelwert: 7,18 OTM) zeigten sich weder in Bezug auf BPDE 
noch auf TGF50+BPDE Signifikanzen. Auch der Vergleich mit Cetuximab 
alleine ergab keinen Unterschied. Gleichfalls unauffällig blieb die Gegen-
überstellung mit zweimaliger Erlotinibgabe. 
Vergleich p-Wert 
CE+E+TGF50+BPDE vs. BPDE 
CE+E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 
CE+E+TGF50+BPDE vs. C+TGF50+BPDE  
CE+E+TGF50+BPDE vs. E+E+TGF50+BPDE 
0,271 
0,163 
0,575 
0,475 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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Vergleicht man die Kombinationen von Cetuximab und Erlotinib miteinander, 
ergeben sich keine Unterschiede zwischen der Kombination mit Erlotinib Ein-
zelgabe und Zweifachgabe. 
Vergleich p-Wert 
CE+E+TGF50+BPDE vs. CE+ TGF50+BPDE 0,867 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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4.6.2 Ergebnisse der Karzinom-Gruppe 
Vergleich von BPDE und TGF-α 
 
 
 
Abb.18: Ausmaß der DNA-Schädigung bei tumorfreier Schleimhaut von Karzinom-
patienten (n=20). Vergleich der OTM-Werte von Solventen und Testsubstanzen (Kontrol-
len) mit BPDE, sowie von BPDE mit der Zugabe von TGF-α 50 ng/ml. 
 
Abkürzungserläuterung: 
Kontrolle 1 = Dimethylsulfoxid (DMSO) + Aqua bidestillata 
Kontrolle 2 = TGF-α 50 ng/ml + 
   Cetuximab 10 µg/ml + 
   Erlotinib 0,5 µM + 
   Dimethylsulfoxid (DMSO)  
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
 
Wie schon in der Nontumorgruppe diente Kontrolle 1 dem Ausschluss der 
DNA Schädigung durch die Lösemittel Aqua bidestillata und DMSO. In Kon-
trolle 2 sollte die genotoxische Wirkung der Testsubstanzen TGF-α, Erlotinib 
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und Cetuximab ausgeschlossen werden. In beiden Kontrollen ließ sich keine 
relevante DNA-Schädigung nachweisen (Mittelwerte: Kontrolle 1 = 0,70 
OTM; Kontrolle 2 = 0,71 OTM). Die Kontrollen zeigten keine Unterschiede. 
Vergleich p-Wert 
Kontrolle 1 vs. Kontrolle 2 0,771 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Im Vergleich dazu konnte für BPDE eine hohes Maß an DNA-
Fragmentierung festgestellt werden (Mittelwert: 9,72 OTM). 
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. Kontrolle 1  
BPDE vs. Kontrolle 2 
< 0,001 
< 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Die Zugabe von TGF50 zu BPDE (Mittelwert: 6,90 OTM) reduzierte den 
BPDE-induzierten DNA-Schaden signifikant  
Vergleich p-Wert 
BPDE vs. TGF50+BPDE  < 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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Vergleich von Cetuximab und Erlotinib 
 
 
 
Abb.19: Ausmaß der DNA-Schädigung bei tumorfreier Schleimhaut von Karzinom-
patienten (n=20). Vergleich der OTM-Werte von TGF-α mit der Zugabe von je Cetuxi-
mab oder Erlotinib. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
C = Cetuximab 10 µg/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
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Die Gabe von Cetuximab zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 9,43 OTM) hebt den 
DNA-Schaden der Schleimhautzellen wieder auf das Ausgangsniveau der 
BPDE-Schädigung an. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen 
der Zugabe von Cetuximab zu TGF50+BPDE und der alleinigen 
TGF50+BPDE-Gabe. Zwischen der Gabe von BPDE und der Zugabe von 
Cetuximab zu TGF50+BPDE ergibt sich keine Signifikanz. 
Vergleich p-Wert 
C+TGF50+BPDE vs. BPDE  0,620 
C+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE < 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Die einmalige Gabe von Erlotinib zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 5,99 OTM) 
zeigte keine Signifikanz gegenüber TGF50+BPDE, gleichwohl war die Schä-
digung signifikant niedriger als für BPDE alleine. 
Vergleich p-Wert 
E+TGF50+BPDE vs. BPDE < 0,001 
E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE  0,122 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
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 Kombination von Cetuximab mit Erlotinib 
 
 
 
Abb.20: Ausmaß der DNA-Schädigung bei tumorfreier Schleimhaut von Karzinom-
patienten (n=20). Vergleich von einmaliger und zweimaliger Erlotinibgabe, sowie die 
Gegenüberstellung der OTM-Werte von Cetuximab/Erlotinib-Kombinationen. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
C = Cetuximab 10 µg/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
E+E = zweimalige Gabe von Erlotinib 0,5 µM 
CE = Cetuximab 10 µg/ml + Erlotinib 0,5 µM 
 
 
Die zweimalige Gabe von Erlotinib zu TGF50+BPDE (Mittelwert: 7,31 OTM) 
zeigte im Vergleich mit TGF50+BPDE keinen signifikanten Unterschied. Je-
doch lag auch hier, wie bei der Einmalgabe, die Schädigung unterhalb der 
von BPDE. In der Gegenüberstellung von einmaliger und zweimaliger Erloti-
nibgabe ließ sich kein Unterschied feststellen. 
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Vergleich p-Wert 
E+E+TGF50+BPDE vs. BPDE 0,001 
E+E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 0,443 
E+E+TGF50+BPDE vs. E+TGF50+BPDE 0,113 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Bei gleichzeitiger Behandlung der Miniorgankulturen mit Cetuximab und Erlo-
tinib + TGF50+BPDE (Mittelwert: 5,35 OTM) nahm sowohl gegenüber BPDE 
als auch gegenüber Cetuximab+TGF50+BPDE die DNA-Fragmentierung 
signifikant ab. Im Vergleich mit TGF50+BPDE und Erlotinib+TGF50+BPDE 
ergab sich kein Unterschied. 
Vergleich p-Wert 
CE+TGF50+BPDE vs. BPDE < 0,001 
CE+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 0,011 
CE+TGF50+BPDE vs. C+TGF50+BPDE  < 0,001 
CE+TGF50+BPDE vs. E+TGF50+BPDE  0,107 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
 
Bei der Gabe von Cetuximab in Kombination mit zweimaliger Erlotinibgabe 
und TGF50+BPDE (Mittelwert: 4,90 OTM) ließ sich zu BPDE und 
TGF50+BPDE eine signifikante Abnahme der DNA-Schädigung messen. Im 
Vergleich mit der Doppelgabe von Erlotinib alleine war der Unterschied glei-
chermaßen signifikant. Ebenso verglichen mit Cetuximab. 
Vergleich p-Wert 
CE+E+TGF50+BPDE vs. BPDE 
CE+E+TGF50+BPDE vs. TGF50+BPDE 
CE+E+TGF50+BPDE vs. C+TGF50+BPDE  
CE+E+TGF50+BPDE vs. E+E+TGF50+BPDE 
< 0,001 
0,001 
< 0,001 
< 0,001 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
  
 
 
 
Ergebnisse 
 72
Zwischen den Kombinationen von Cetuximab und Erlotinib einmalig mit Ce-
tuximab und Erlotinib zweimalig ergab sich kein Unterschied. 
Vergleich p-Wert 
CE+TGF50+BPDE vs. CE+E+TGF50+BPDE 0,533 
Lokales Signifikanzniveau nach Bonferroni-Korrektur: p ≤ 0,0025 
Ergebnisse 
 73
4.6.3 Vergleich von Nontumor- und Karzinomgruppe 
 Vergleich von TGF-α und Cetuximab mit BPDE 
 
Abb.21: Ausmaß der DNA-Schädigung bei Nontumor-Patienten (n=20) und tumorfreier 
Schleimhaut von Karzinompatienten (n=20). Vergleich der  OTM-Werte nach Gabe von 
BPDE, BPDE zuzüglich TGF-α 50 ng/ml und nach Behandlung mit Cetuximab. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
C = Cetuximab 10 µg/ml 
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Im Vergleich zwischen den OTM-Werten von gesunder Schleimhaut (Nontu-
morgruppe) mit tumorfreier Schleimhaut der Karzinom-Patienten ist weder 
zwischen der BPDE-Schädigung ein signifikanter Unterschied eruierbar noch 
zwischen den OTM-Werten der mit TGF-α behandelten Miniorgankulturen.  
 Nontumorgruppe [OTM] Karzinomgruppe [OTM] 
BPDE 
TGF50+BPDE 
8,05 
8,63 
9,72 
6,90 
 
Vergleich p-Wert 
BPDE (Nontumor-Patienten) vs. BPDE (Karzinom-Patienten) 
TGF50+BPDE (Nontumor-Patienten) vs. TGF50+BPDE (Karzinom-Pat.) 
0,152 
0,079 
Signifikanzniveau: p ≤ 0,05 
 
Zwischen den mit Cetuximab+TGF50+BPDE behandelten Epithelzellen der 
Nontumor-Patienten und der Karzinom-Patienten lässt sich ebenfalls kein 
Unterscheid feststellen. 
 Nontumorgruppe [OTM] Karzinomgruppe [OTM] 
C+TGF50+BPDE 7,02 9,43 
 
Vergleich p-Wert 
C+TGF50+BPDE (Nontumor-Pat.) vs. C+TGF50+BPDE (Karzinom-Pat.) 0,063 
Signifikanzniveau: p ≤ 0,05 
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 Vergleich einmaliger mit zweimaliger Erlotinibgabe 
 
Abb.22: Ausmaß der DNA-Schädigung bei Nontumor-Patienten (n=20) und tumorfreier 
Schleimhaut von Karzinompatienten (n=20). Vergleich der OTM-Werte nach einmaliger 
und zweimaliger Erlotinibgabe. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
E+E = zweimalige Gabe von Erlotinib 0,5 µM 
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Bei der Gegenüberstellung von Nontumor-Patienten und Karzinom-Patienten 
ergab sich kein Unterschied der DNA-Fragmentierung weder nach einmaliger 
noch nach zweimaliger Erlotinibgabe. 
 Nontumorgruppe [OTM] Karzinomgruppe [OTM] 
E+TGF50+BPDE 
E+E+TGF50+BPDE 
7,78 
7,41 
5,99 
7,31 
 
Vergleich p-Wert 
E+TGF50+BPDE (Nontumor-Pat.) vs. E+TGF50+BPDE (Karzinom-Pat.) 
E+E+TGF50+BPDE (Nontumor-Pat.) vs. E+E+TGF50+BPDE (Karzinom-Pat.) 
0,089 
0,609 
Signifikanzniveau: p ≤ 0,05 
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 Vergleich der Kombinationsbehandlung  
 
Abb.23: Ausmaß der DNA-Schädigung bei Nontumor-Patienten (n=20) und tumorfreier 
Schleimhaut von Karzinompatienten (n=20) nach kombinierter Behandlung der Zellen 
mit Cetuximab und Erlotinib. 
 
Abkürzungserläuterung: 
BPDE = Benzo(a)pyren-Diolepoxid (BPDE) 9 µM 
TGF50 = TGF-α 50 ng/ml 
E = Erlotinib 0,5 µM 
CE = Cetuximab 10 µg/ml + Erlotinib 0,5 µM 
Ergebnisse 
 78
 
Sowohl bei der Kombinationsbehandlung mit Cetuximab- und einmaliger Er-
lotinibgabe als auch bei Cetuximab- und zweimaliger Erlotinibgabe lagen die 
OTM-Werte der Karzinom-Gruppe signifikant unter denen der Nontumor-
gruppe. 
 Nontumorgruppe [OTM] Karzinomgruppe [OTM] 
CE+TGF50+BPDE 
CE+E+TGF50+BPDE 
7,50 
7,18 
5,35 
4,90 
 
Vergleich p-Wert 
CE+TGF50+BPDE (Nontumor-Patienten) vs.  
CE+TGF50+BPDE (Karzinom-Patienten) 
CE+E+TGF50+BPDE (Nontumor-Patienten) vs.  
CE+E+TGF50+BPDE (Karzinom-Patienten) 
0,040 
 
0,009 
Signifikanzniveau: p ≤ 0,05 
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4.7 Vergleich von OTM und %DNA 
 
 
Abb.24: Darstellung der Korrelation zwischen den OTM-Messwerten (Y-Achse) und den 
%DNA-Messwerten (X-Achse) 
 
 
Bei der Korrelation der OTM- und %DNA-Werte zeigte sich ein starker linea-
rer Zusammenhang im Pearson-Test. Alle Werte korrelierten auf einem Ni-
veau von 0,01 (2-seitig) signifikant. Ein Überblick über die absoluten Zahlen 
findet sich in der nachfolgenden Tabelle. 
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Vergleich aller OTM und %DNA Mittelwerte 
 OTM %DNA 
Dosiswirkungskurve Nontumorgruppe 
Kontrolle 0,91 4,36 
BPDE 8,00 32,55 
TGF25 6,63 25,36 
TGF50 6,97 27,48 
TGF100 6,52 27,33 
Dosiswirkungskurve Karzinomgruppe 
Kontrolle 0,84 4,40 
BPDE 9,12 35,69 
TGF25 6,28 25,93 
TGF50 6,57 26,17 
TGF100 7,01 29,26 
Hauptversuch Nontumorgruppe 
Kontrolle 1 0,59 2,71 
Kontrolle 2 0,61 2,60 
BPDE 8,05 32,85 
TGF50+BPDE 8,63 32,81 
C+TGF50+BPDE 7,02 29,19 
E+TGF50+BPDE 7,78 29,88 
E+E+TGF50+BPDE 7,41 29,36 
CE+TGF50+BPDE 7,50 29,63 
CE+E+TGF50+BPDE 7,18 29,20 
Hauptversuch Karzinomgruppe 
Kontrolle 1 0,70 3,00 
Kontrolle 2 0,71 3,09 
BPDE 9,72 35,26 
TGF50+BPDE 6,90 24,65 
C+TGF50+BPDE 9,43 33,43 
E+TGF50+BPDE 5,99 23,53 
E+E+TGF50+BPDE 7,31 27,63 
CE+TGF50+BPDE 5,35 19,02 
CE+E+TGF50+BPDE 4,90 18,94 
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5 Diskussion 
5.1 Auswahl der Patienten 
Die in der Arbeit verwendeten Schleimhautfrischbiopsate stammten aus-
schließlich von Patienten, die in der Klinik und Poliklinik für Hals-, Nasen- 
und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universität München operiert 
wurden. Um kofaktorielle Einflüsse zu minimieren, wurden nur Patienten in 
die Studie eingeschlossen, die außer der zum operativen Eingriff führenden 
Grunderkrankung keine chronischen oder systemischen Erkrankungen auf-
wiesen.  
Die Gewinnung oropharyngealer Schleimhaut bei tumorfreien Patienten er-
folgte im Rahmen von Tonsillektomien. Dabei wurde ein kleiner den Tonsillen 
anliegender Randanteil der Schleimhaut für die vorliegende Arbeit verwen-
det. Die Entfernung der Tonsillen erfolgte entweder bei Patienten mit einem 
obstruktiven Schlafapnoe-Syndrom oder aufgrund chronisch-rezidivierender 
Tonsillitiden. Bei letztgenannten Patienten können entzündliche Veränderun-
gen der Schleimhaut nicht ganz ausgeschlossen werden, jedoch wurde die 
Operation im infektfreien Intervall vorgenommen. 
Aufgrund der hohen Fallzahlen von Oropharynxkarzinomen in einem Zent-
rum wie der Hals-, Nasen- und Ohrenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universität, herrscht hier ein großes Spektrum der Erkrankungsstadien vor. 
Für die Arbeit wurden Patienten ausgewählt, deren Erkrankung erstdiagnos-
tiziert wurde und die noch keine onkologische Therapie erhalten hatten. Bei 
der Gewinnung der Biopsate wurde ein möglichst tumorfernes Gewebestück 
am Resektionsrand entnommen und anschließend die R0-Resektion histo-
pathologisch gesichert. 
Die Schleimhaut des Oropharynx stellt insbesondere deshalb ein interessan-
tes Gewebe für diese Arbeit dar, weil viele Umweltschadstoffe und Tabak-
karzinogene, wie das hier verwendete BPDE, primär den oberen Anteil des 
Aerodigestivtraktes in hoher Konzentration passieren, bevor sie in den Kör-
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per eindringen können. Zusätzlich ist für Oropharynxkarzinome im Gegen-
satz zu Larynxkarzinomen ein hohes Maß an EGFR-Überexpression nach-
gewiesen worden, daher erschienen diese als geeignete Test-Entität. 199 
 
 
5.2 BPDE 
In der vorliegenden Arbeit wurde (anti)Benzo[a]pyren-r-7,t-8-dihydrodiol-t-
9,10-epoxid (BPDE) als schädigendes Agens zur Fragmentierung der DNA 
eingesetzt. Es entsteht im menschlichen Körper in zwei Schritten durch Um-
wandlung mittels Cytochrom P450-abhängigen Polyoxygenasen aus Ben-
zo[a]pyren (B[a]P), dem bekanntesten Vertreter polycyclischer aromatischer 
Kohlenwasserstoffe (PAH).113, 114, 154, 193 PAHs sind ubiquitär vorkommende, 
organische Verbindungen, die bei der Pyrolyse von Tabak, Holz und fossilen 
Brennstoffen, aber auch bei der Zubereitung von Nahrungsmitteln entste-
hen.98, 144, 192, 193 Sie werden durch Inhalation und Ingestion in den Körper 
aufgenommen, und bergen aufgrund ihres kanzerogenen Potentials eine 
große Gefahr für den oberen Aerodigestivtrakt als primäre Kontaktstelle.37, 211 
Das von der International Agency for Research on Cancer der WHO (IARC) 
2007 in die Gruppe 1 eingestufte und damit als sicher kanzerogen geltende 
BPDE verursacht über kovalente Bindung sogenannte DNA-Addukte.87 Diese 
stören die Replikation und Transkription und führen zu alkalilabilen Stellen, 
Strangbrüchen und Mutationen.2, 109, 169, 187, 221 Mit dem Comet Assay lassen 
sich solche DNA-Fragmentierungen nachweisen. Hanelt et al. konnten an 
Fibroblasten demonstrieren, dass die Konzentration von BPDE positiv mit der 
Migrantionsstrecke der DNA im Comet Assay korreliert.68 Ebenso konnte an 
humanen Miniorgankulturen des Nasopharynx eine durch BPDE verursachte 
DNA-Schädigung im Comet Assay bestätigt werden. 210 
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5.3 Auswahl der Messmethode 
Für den Comet Assay stehen verschiedene Parameter zur Quantifizierung 
der DNA-Schädigung zur Verfügung. Bisher gibt es nur wenige Studien, die 
diese Messmethoden miteinander vergleichen. In unserer Studie stellten wir 
die zwei gebräuchlichsten Analyseverfahren, den Olive tail moment (OTM) 
und den prozentualen DNA-Anteil im Schweif (%tail DNA, hier %DNA ge-
nannt) gegenüber.168 Der OTM ist die relative Fluoreszenzdichte des Schwei-
fes multipliziert mit der durchschnittlichen Wanderungsstrecke der DNA.141, 
142
 Somit fließt der Parameter %DNA in die Messgröße OTM ein.194 OTM ist 
ein sensiblerer Parameter um Abweichungen in der Schädigung festzustel-
len. Er ist daher aber auch anfälliger für Störungen.168 Verschiedene Studien 
zeigen, dass OTM und %DNA eng miteinander korrelieren und keine unter-
schiedlichen Ergebnisse liefern. OTM und %DNA werden somit als gleich-
wertige Messparameter angesehen.194 Einige Arbeitsgruppen befinden 
%DNA für leichter interpretierbar und anschaulicher, da es sich um eine defi-
nierte Skala von 0-100 % handelt, der OTM jedoch nicht in fassbaren Einhei-
ten gemessen wird.101, 194, 112 Weitere Vorteile von %DNA sind die Unabhän-
gigkeit von den Programmeinstellungen des Messprogramms und die direkte 
Vergleichbarkeit verschiedener Studien.32, 112 Lee und Steinert vertreten die 
Ansicht, dass man immer beide Parameter auswerten sollte.105 Lovell und 
Omori beschreiben in ihrer Arbeit die Schwierigkeit der statistischen Analyse 
von %DNA-Daten. Sie geben zu bedenken, dass parametrische Tests zwar 
eine größere Power haben als ihre nicht-parametrischen Äquivalente, aber 
sie weisen potentiell auch eine höhere Alphafehlerrate auf.112 Die Anwen-
dung von nichtparametrischen Tests (Wilcoxon- und Man-Whitney-U-Test) 
bei den hier vorliegenden Daten zeigte allerdings keinerlei Unterschied im 
Vergleich mit der Auswertung mittels parametrischer Tests (T-Test). 
In der hier vorliegenden Arbeit korrelierten OTM und %DNA ebenfalls  mit-
einander (Abb.24). Jedoch ergaben sich im Vergleich der Testgruppen, die in 
%DNA gemessen wurden zum Teil Signifikanzen sowohl im T-Test als auch 
Diskussion 
 84
in den nichtparametrischen Tests, die sich bei der Berechnung mit OTM-
Werten nicht bestätigten. Auch nach logarithmischer Transformation der 
%DNA-Daten, wie es von Lovell et Omori empfohlen wird, blieben die Signifi-
kanzen in den Tests bestehen.112 Eine Ursache für dieses Phänomen könnte 
in den niedrigen %DNA-Werten der hier vorliegenden Arbeit liegen. Collins et 
al. schlagen vor, dass die Kontrollzellen eine Schädigung von 10 – 20 %DNA 
haben sollten, um statistische Probleme zu vermeiden.32  
Um einem Alphafehler zu begegnen, also die Nullhypothese (es besteht  kein 
Zusammenhang zwischen den Gruppen) fälschlicherweise zu verwerfen, fiel 
die Entscheidung die Auswertung in OTM vorzunehmen. 
 
 
5.4 Statistische Tests 
Als statistische Testverfahren wurden der verbundene und der unverbundene 
T-Test herangezogen. Überprüft wurde die Normalverteilung der Werte, die 
als Bedingung für den T-Test vorausgesetzt wird, mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test. Mittels Bonferroni-Holm-Korrektur wurde für jede Testung ein 
lokales Signifikanzniveau definiert. Damit konnte man einer Alphafehlerku-
mulation bei multiplen Tests, in denen es mehrere Nullhypothesen gibt, ent-
gegnen und verhindern, dass Nullhypothesen verworfen werden, obwohl sie 
wahr sind. Zum Vergleich der OTM- und %DNA-Werte diente die Pearson-
korrelation. 
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5.5 Therapeutische Bedeutung von Cetuximab 
und Erlotinib  
Cetuximab ist ein monoklonaler Antikörper, der den EGFR und seine nach-
geschalteten Signalwege hemmt. Dies führt unter anderem zu einer Hem-
mung von Zellwachstum und –proliferation, sowie zu einer Unterdrückung 
der Neoangiogenese.82, 150, 151 
Therapeutisch wird Cetuximab aufgrund seiner langen Halbwertszeit von 144 
Stunden einmal wöchentlich als Infusionslösung gegeben.43, 47 In der vorlie-
genden Arbeit wurde Cetuximab daher als Einmalgabe 48 Stunden vor der 
Schädigung mit BPDE verabreicht.  
Erlotinib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der die intrazelluläre Tyrosinkinaseak-
tivität des EGFR hemmt und damit die Signaltransduktion des EGFR unter-
bindet.220 Es wird vor allem bei therapierefraktären Tumorerkrankungen ein-
gesetzt.44, 48 Als oral verfügbares Medikament mit einer Halbwertszeit von 36 
Stunden wird Erlotinib täglich in Tablettenform verabreicht.44, 48 
Um dieser klinischen Situation gerecht zu werden, wurde Erlotinib in der hier 
vorliegenden Arbeit 24 Stunden bei einmaliger Gabe, bzw. 48 und 24 Stun-
den bei zweimaliger Verabreichung, vor der BPDE-Inkubation verabreicht. 
Die Mehrfachgabe sollte über eine mögliche Kumulierung der Wirkung Auf-
schluss geben. 
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5.6 Diskussion der Ergebnisse 
5.6.1 DNA-fragmentierende Wirkung von BPDE 
In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA tumorfreier Schleimhaut von Oro-
pharynxkarzinom-Patienten und Nontumor-Patienten mittels Comet Assays 
untersucht. Im Vorversuch wurde anhand einer Dosiswirkungskurve eine ge-
eignete TGF-α-Konzentration ermittelt. Der zweite Versuchsaufbau stellt den 
Hauptteil dieser Arbeit dar. 
Die DNA-Fragmentierung durch BPDE war in beiden Gruppen (Tumor und 
Nontumor) des Vorversuches und des Hauptexperimentes gleich (siehe 
Abb.:13, 14, 15, 18 und 21). Damit konnten die Ergebnisse anderer Studien 
bezüglich der genotoxischen Wirkung auf Schleimhautzellen des oberen         
Aerodigestivtraktes gestützt werden.72, 73, 96 
 
5.6.2 Diskussion der Dosiswirkungskurve von TGF-α 
Der erste Versuch dieser Arbeit diente der Findung einer idealen Konzentra-
tion von TGF-α. Es wurde tumorfreie Schleimhaut von Patienten mit einem 
Oropharynxkarzinom und Oropharynx-Schleimhaut von tumorfreien Patien-
ten verwendet. Durch die Zugabe von TGF-α vor der Schädigung durch 
BPDE ließ sich in der Karzinomgruppe der Schaden verringern (Abb.14), 
hingegen blieb dieser in der Nontumorgruppe unverändert (Abb.13). Dies 
bestätigten die Ergebnisse bereits vorangegangener Studien.12 Zwischen 
den verschiedenen Konzentrationen von TGF-α ließ sich kein signifikanter 
Unterschied eruieren. In der Literatur finden sich sehr heterogene Angaben 
über verwendete TGF-α-Konzentrationen von 50 pg/ml bis zu 10 µg/ml.205, 212  
Maquardt et al. isolierten 10 pg/ml TGF-α mittels HPLC aus Melanomzell-
linien.123 Daher erschien uns eine eher niedrige TGF-α Dosis für angemes-
sen. Pike et al. konnten zeigen, dass eine Dosis von 50 ng/ml TGF ausreich-
te, um 50% der EGF-Rezeptoren in einer 6-8 µg Membranprotein enthalten-
den Lösung von A431-Zellen zu besetzen.157 
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Yu et al. untersuchten den TGF-α Serumspiegel bei Patienten mit Nasopha-
rynxkarzinomen in einem 5-Jahres follow-up vor, während und nach Strah-
lentherapie. Vor der Therapie lag der TGF-α-Spiegel im Durchschnitt bei 36,6 
ng/ml. Bei Patienten, die nach der Therapie ein Rezidiv entwickelten, bzw. an 
der Karzinomerkrankung starben, lag die TGF-α-Konzentration bei 48,2. bzw. 
50,2 ng/ml. Deshalb wurde eine Konzentration von 50 ng/ml im vorliegenden 
Modell der Miniorgankulturen gewählt, um einen möglichst in vivo-nahen Ver-
suchsaufbau zu gestalten.227 
 
 
5.6.3 Diskussion über den Einfluss von TGF-α, Cetuximab 
und Erlotinib 
  
Der Einfluss von TGF-α auf die BPDE-induzierte DNA-Fragmentierung 
Wie schon im Vorversuch ließ sich durch vorherige Stimulation der Minior-
gankulturen mittels TGF-α die BPDE-induzierte DNA-Fragmentierung in der 
Tumorgruppe verringern (Abb.18), wohingegen es auf die Nontumorgruppe 
keinen Einfluss hatte (Abb.15). Dies bestätigt die Ergebnisse von Baumeister 
et al., dass TGF-α eine Erhöhung der Resistenz tumorfreier Mukosa von 
Karzinompatienten gegenüber BPDE herbeiführt.12 
Da in der Nontumorgruppe durch TGF-α kein Effekt auf die BPDE-
Schädigung hervorgerufen wird (Abb.15), lässt sich eine direkte Interaktion 
zwischen TGF-α und BPDE ausschließen. 
Grandis und Tweardy zeigten, dass sowohl der EGFR als auch TGF-α in 
normaler Mukosa von Hals-Kopf-Karzinom-Patienten hoch exprimiert sind.62 
Dadurch ließe sich der Einfluss von TGF-α auf die hier vorliegende tumor-
freie Schleimhaut von Karzinompatienten erklären. Die Verringerung des 
durch BPDE verursachten Schadens könnte auf zwei Mechanismen beruhen, 
welche beide durch den EGFR beeinflusst werden. Zum Einen besteht die 
Möglichkeit der Glutathion(GSH)-Konjugation von BPDE.87 Pandur et al. 
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zeigten, dass eine Aktivierung des EGFR-nachgeschalteten Proteins Ras zu 
einer Erhöhung der Gamma-Glutamyltransferase führt, einem Schlüsselen-
zym des Gutathion-Stoffwechels und somit eine vermehrte GSH-Konjugation 
vorliegen könnte.149 Hierzu ist die Studienlage sehr kontrovers. Auf der einen 
Seite zeigten Studien, dass der Abbau von BPDE über die Konjugation mit 
GSH eher eine untergeordnete Rolle spielt und die Akkumulation von GSH-
konjugiertem BPDE sogar zu einer Erhöhung der DNA-Addukte führt.208 195 
Auf der anderen Seite fanden Le Blanc et al. heraus, dass eine Blockade der 
GSH-Synthese verantwortlich für ein erhöhtes Maß an BPDE-DNA-Addukten 
ist.103 
Die zweite Möglichkeit der BPDE-Metabolisierung stellt die Eliminierung 
durch Multi-Drug-Resistance-Proteine (MDRP) dar. Hierbei stehen zwei Pro-
teine im Vordergrund – das P-Glykoprotein und das Resistance-associated 
protein-2 (MRP2).50 Benzo[a]pyren ist ein Substrat des P-Glykoproteins,226 
wohingegen GSH-konjugiertes BPDE durch MRP2 eliminiert wird.195 Der Me-
tabolismus unkonjugiertem BPDEs verbleibt unklar. Es gibt jedoch Hinweise 
darauf, dass  BPDE durch das P-Glykoprotein aus der Zelle entfernt wird. 
Myllynen et al. zeigten, dass es nach Inhibiton des P-Glykoproteins zu einem 
massiven Anstieg der BPDE-DNA-Addukte in der Zelle kam.132 In Studien 
ließ sich vielfach erkennen, dass der EGFR einen großen Einfluss auf die 
Resistenzentwicklung gegenüber tumorwirksamer Medikamente mittels 
MDR-Proteine hat.183 So werden Medikamente, die am EGFR wirken, wie 
Cetuximab und Erlotinib vor allem wegen ihres positiven Einflusses auf die 
Chemosensitivität eingesetzt.9, 46, 79, 186, 209, 215 
Die in dieser Arbeit festgestellte Minderung der BPDE-bedingten DNA-
Fragmentierung durch TGF-α könnte demnach eine erworbene Eigenschaft 
der Zellen zur Protektion vor dauerhafter, kanzerogener Einwirkung darstel-
len. Da dieses Verhalten in der vorliegenden Arbeit nur bei gesunder 
Schleimhaut von Oropharynxkarzionom-Patienten beobachtet werden konnte 
und nicht in der Nontumorgruppe, stützt dies zudem die Theorie der Feld-
kanzerogenese.  
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Der Einfluss von Cetuximab auf die Chemosensibilität der Miniorgan-
kulturen  
In dieser Studie hatte die Gabe von Cetuximab (Abb.16), wie auch die Gabe 
von TGF-α (Abb.15 und 16) bei der Nontumorgruppe keinen signifikanten 
Einfluss auf die von BPDE induzierte DNA-Fragmentierung. 
Hingegen ließ sich bei den Karzinompatienten der durch TGF-α hervorgeru-
fenen Effekt auf die BPDE-Schädigung durch Cetuximab-Zugabe nicht mehr 
nachweisen. Die DNA-Fragmentierung wurde wieder auf das Ausgangsni-
veau der BPDE-Schädigung angehoben (Abb.19). Cetuximab bindet als mo-
noklonaler Antikörper spezifisch an die Ligandenbindungsstelle des EGFR.47, 
108
 Dies zeigt, dass der Effekt von TGF-α über EGFR-spezifische Mechanis-
men gesteuert wird.76, 81  
In zahlreichen experimentellen und klinischen Studien wurde belegt, dass 
Cetuximab eine Erhöhung der Sensibilität maligner Zeller gegenüber einer 
(Radio-)Chemotherapie erhöht.9, 16, 79, 209 In dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass Cetuximab zwar nicht die Sensibilität der Mukosa gegenüber 
BPDE erhöht, jedoch die verminderte Sensibilität im Falle von TGF-α auf-
hebt. 
 
Der Einfluss von Erlotinib  
In der vorliegenden Arbeit zeigte Erlotinib keinen Einfluss auf die Miniorgan-
kulturen der Nontumorgruppe (Abb. 16 und 17). Eine Wirkung auf tumorfreie 
Schleimhaut von Karzinompatienten ließ sich hingegen belegen. Es zeigte 
sich kein Unterschied zwischen der Einfachgabe und der Zweifachgabe von  
Erlotinib (Abb 20). Die DNA-Fragmentierung durch BPDE wurde bei gleich-
zeitiger Gabe von TGF-α und Erlotinib (einfach und zweifach Gabe) signifi-
kant reduziert (Abb.20). Hingegen zeigte die Zugabe von Erlotinib zu TGF-α 
keinen signifikanten Unterschied zu TGF-α alleine (Abb.20). 
Die Erwartung, dass auch Erlotinib, wie Cetuximab, den durch TGF-α redu-
zierten Schaden antagonisiert und wieder auf das Ausgangsniveau der allei-
nigen BPDE-Schädigung anhebt, bestätigte sich nicht. Das kann auf der ei-
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nen Seite bedeuten, dass Erlotinib keinen messbaren Einfluss auf die Mini-
organkulturen nimmt und das Ergebnis die Wirkung von TGF-α widerspiegelt. 
Eine andere mögliche Erklärung für diese Beobachtung kann der Einfluss 
des P-Glykoprotein auf Erlotinib und BPDE sein. 
Erlotinib ist, wie auch Benz[a]pyren, ein Substrat des P-Glykoprotein.44 Es 
kann durch Inhibition des P-Glykoprotein in der Zelle akkumulieren.122 Für 
den aktiven Erlotinib-Metaboliten OSI 420 konnte eine Konzentrationsab-
nahme in P-Glykoprotein-überexprimierenden Zellen gezeigt werden.42 Zu-
sätzlich kann Erlotinib über Inhibiton der EGFR-Tyrosinkinase die Aktivität 
des P-Glykoprotein steuern.182, 183 Allerdings ist dieser Einfluss abhängig 
vom Substrat der Effluxpumpe. So zeigten Nogucchi et al., dass Erlotinib die 
P-Glykoprotein-vermittelte Resistenz gegenüber Vincristin und Paclitaxel un-
terdrückt, hingegen die von Mitoxanthron und Doxorubicin nicht tangiert.135 
Geht man davon aus, dass BPDE zu den Substraten des P-Glykoprotein ge-
hört, auf die Erlotinib keinen Einfluss nimmt, so könnte auch ein vermehrter 
BPDE-Abfluss aus der Zelle Ursache des reduzierten DNA-Schadens sein. 
Daneben könnte aber auch TGF-α Einfluss auf die nicht von Erlotinib blo-
ckierten EGFR-Rezeptoren nehmen und über die Induktion / Aktivierung des 
P-Glykoprotein nicht nur eine Konzentrationsminderung des BPDE, sondern 
auch von Erlotinib hervorrufen.222 
Um die intrazelluläre Domäne des EGFR zu erreichen, muss Erlotinib erst 
durch die Zellmembran diffundieren.148, 162, 188 Daher könnte man einen 
schnelleren und effizienteren Wirkeintritt des TGF-α, auf Grund seines extra-
zellulären Angriffspunktes am EGFR mutmaßen.56 Da aber bei der zweimali-
gen Erlotinibgabe, die erste Dosis 24 Stunden vor der TGF-α -Gabe verab-
reicht und dennoch kein signifikanter Unterschied erzielt wurde, ist somit ein 
zeitlicher Faktor zugunsten von TGF-α unwahrscheinlich.  
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Die Kombination von Cetuximab und Erlotinib  
In der vorliegenden Arbeit hatte die Kombination von Cetuximab und Erlotinib 
mit TGF-α in der Nontumorgruppe keinen erkennbaren Einfluss auf die 
BPDE-Schädigung (Abb.17). Hingegen verringerte sie in der Karzinomgrup-
pe den durch BPDE verursachten DNA-Schaden signifikant (Abb.20). Im 
Vergleich mit TGF-α alleine zeigte die Kombination von Cetuximab mit ein-
maliger Erlotinibgabe und TGF-α keinen Unterschied (Abb.20). Jedoch kam 
es zu einer signifikanten Abnahme der Schädigung bei zweimaliger Erlotinib-
gabe in Kombination mit Cetuximab und TGF-α (Abb.20).  
Wie bereits für die Zugabe von Erlotinib zu TGF-α beschrieben, könnte der 
Einfluss von TGF-α und Erlotinib auf das P-Glykoprotein auch bei der Kom-
bination mit Cetuximab eine große Rolle spielen. Da alle drei Substanzen in 
der Nontumorgruppe keinen Einfluss auf die BPDE-Schädigung haben 
(Abb.17), kann eine Interaktion der Stoffe untereinander ausgeschlossen 
werden. Es bleibt die Frage, warum die Doppelgabe von Erlotinib zu Cetuxi-
mab und TGF-α den BPDE-induzierten DNA-Schaden verringert (Abb.20), 
wohingegen die alleinige Cetuximab Gabe zu TGF-α den Schaden im Ver-
gleich zu TGF-α alleine erhöhte (Abb.19). Eine genaue Analyse dieser Beo-
bachtung ist mit dem heutigen Wissensstand nicht möglich und es sind wei-
tere Studien nötig, um den Wirkmechanismus von Cetuximab, Erlotinib und 
TGF-α auf genotoxische Substanzen zu verstehen. 
Janjigian et al. veröffentlichten kürzlich eine klinische Studie, in der erstmals 
Cetuximab und Erlotinib bei Patienten mit Adenokarzinom der Lunge kombi-
niert wurden. Bisweilen zeigte sich auch hier kein Vorteil für die Patienten. 90 
Andere Studien, die jedoch weder an Patienten noch an tumorfreier Schleim-
haut von Tumorpatienten, sondern ausschließlich an Tumorzelllinien (in vitro 
und an Xenografts) durchgeführt wurden, zeigten bei der Kombinationen von 
EGFR-Antikörpern mit Tyrosinkinaseinhibitoren gegenteilige Ergebnisse. Ei-
ne Kombination der Medikamente wies in diesen Studien eine vermehrte 
Wachstumshemmung, verminderte nachgeschaltete EGFR-Aktivität und hö-
here Tumorregression auf, als die alleinige Gabe der jeweiligen Substanz.80, 
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126, 198
 In diesen Studien wurde allerdings nicht die Auswirkung der EGFR-
hemmenden Medikamente auf den genotoxischen Effekt von Zytostatika -
oder Tabakkanzerogenen untersucht. Die o.g. Studien lassen außerdem wei-
tere Unterschiede zu der vorliegenden Arbeit erkennen. Zum einen sind alle 
o.g. Studien an Tumorzellen durchgeführt worden. Der Einfluss von Cetuxi-
mab und Erlotinib auf tumorfreie Schleimhaut von Karzinompatienten wurde 
bisher nicht untersucht. Zum anderen wurden alle Studien ohne den Zusatz 
von TGF-α durchführt. TGF-α scheint aber essentiellen Einfluss auf die Pa-
thogenese von Kopf-Hals-Karzinomen zu haben. Wie bereits erwähnt, sind 
TGF-α -Serumspiegel zwischen 48,2 - 50,2 ng/ml eng korreliert mit Rezidiven 
und höher Letalität von Hals-Kopf-Karzinom-Patienten.227 
Ishikawa et al. konnten zeigen, dass erhöhte TGF-α-Serumspiegel zu einem 
schlechten Ansprechen von Tyrosinkinaseinhibitoren (hier: Gefitinib) führten, 
und letztendlich auch die Prognose der Patienten verschlechterten.89 
Dies legt nahe, dass TGF-α einen hohen Einfluss auf die Signalkaskade des 
EGFR, die Entwicklung von Resistenzen – nicht nur gegen Zytostatika-
wirkstoffe, sondern auch gegen Tyrosinkinaseinhibitoren – und schließlich 
auch auf die Tumorprognose hat.  
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5.7 Schlussfolgerung 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TGF-α, Cetuximab und Erlotinib 
keinen Einfluss auf die von BPDE-induzierte DNA-Schädigung von oraler 
Mukosa bei tumorfreien Patienten haben. 
Im Gegensatz dazu ist tumorfreie Schleimhaut von Oropharynxkarzinompa-
tienten in hohem Maße sensibel gegenüber diesen Substanzen.  
TGF-α scheint für den Schutz der Zelle vor mutagenen Substanzen wichtig 
zu sein, aber auch eine essentielle Rolle in der Entwicklung von Chemoresis-
tenz bei Karzinompatienten zu spielen und sollte tiefgehender untersucht 
werden. 
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit an Miniorgankulturen spiegeln 
im Gegensatz zu den Studien mit Zelllinien die Ergebnisse der ersten klini-
schen Studie, die eine Cetuximab/Erlotinib-Kombination verabreichte wider. 
Damit scheint dieses Modell sehr gut geeignet, um realistische Aussagen -
über die Wirkung von verschiedenen Substanzen treffen zu können.  
Allerdings werden weitere Studien benötigt, um die Vorgänge der Chemore-
sistenz genauer verstehen zu können. 
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6 Zusammenfassung 
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich sind die vierthäufigste Tumor-
entität in der Bundesrepublik Deutschland. Ihre Prognose ist trotz intensiver 
Therapiemaßnahmen oft schlecht. Verursacht werden Kopf-Hals-Karzinome 
in 80% der Fälle durch Alkohol- und Tabakkonsum. Bei der Pyrolyse organi-
scher Verbindungen, wie z.B. im Zigarettenrauch, entstehen polycyclische 
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH). Benzo[a]pyren ist der bekannteste 
Vertreter der PAH. Sein kanzerogener Metabolit, BPDE wurde in dieser Ar-
beit als schädigendes Agens verwendet.  
In 90-100% der Oropharynxkarzinome ist der EGFR, eine Rezeptor-
Tyrosinkinase hoch exprimiert. Durch Bindung von Liganden, wie z.B. TGF-α 
wird der EGFR aktiviert. Seine nachgeschaltete Signalkaskade initiiert phy-
siologischerweise Zellwachstum und Proliferation. In Tumoren führt dies zu 
verstärktem Wachstum, Tumorinvasion, Neoangiogenese und Metastasie-
rung. Daneben hat der EGFR einen Einfluss auf die Multi Drug Resistance 
von Tumorzellen. Es ist bekannt, dass sowohl der EGFR als auch TGF-α in 
gesunder Mukosa von Kopf-Hals-Karzinompatienten überexprimiert sind und 
damit die Theorie der Feldkanzerogenese untermauern. 
Diese bedeutende Funktion des EGFR ließ ihn zum geeigneten Angriffspunkt 
in der Antitumortherapie werden. Cetuximab ist ein monoklonaler Antikörper, 
der als extrazellulär wirkendes Medikament die Ligandenbindungsstelle des 
EGFR besetzt und damit den EGFR hemmt. Es wird bei der Therapie von 
Malignomen vielfach eingesetzt. Erlotinib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der 
die intrazelluläre Aktivität des EGFR unterbindet. In der vorliegenden Arbeit 
wurde der Einfluss von TGF-α, Cetuximab und Erlotinib auf die BPDE-
induzierte DNA-Schädigung gesunder Schleimhaut von Patienten mit einem 
Oropharynxkarzinom (n=20) im Vergleich zu tumorfreien Kontrollpatienten 
(n=20) untersucht. Dazu wurden aus der Mukosa der Patienten Miniorgankul-
turen hergestellt und kultiviert. Miniorgankulturen sind Gewebekulturen von 
ca. 1 mm³ Größe. Zum Nachweis der durch BPDE-verursachten DNA-
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Fragmentierung dient die alkalische Mikrogelelektrophorese, auch Comet 
Assay genannt.  
Die ideale TGF-α-Konzentration wurde anhand einer Dosiswirkungskurve an 
n=30 Patienten ermittelt und mit 50 ng/ml festgelegt. Die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit zeigen, dass TGF-α einen signifikanten Einfluss auf die 
Chemosensitivität von gesunder Schleimhaut von Karzinompatienten hat. In 
der Nontumorgruppe konnte weder ein Einfluss von TGF-α, noch Cetuximab 
oder Erlotinib kombiniert mit TGF-α auf den durch BPDE verursachten Scha-
den nachgewiesen werden. In der Tumorgruppe verringerte TGF-α die 
Fragmentierung durch BPDE, die Zugabe von Cetuximab zu TGF-α hob den 
Schaden wieder auf die Ausgangsschädigung von BPDE an. Da Erlotinib 
auch durch Hemmung des EGFR wirkt, wäre ein ähnliches Ergebnis zu er-
warten gewesen. Doch die Zugabe von Erlotinib (einmalige und zweimalige 
Gabe) zu TGF-α bewirkte keine Veränderung verglichen mit TGF-α alleine. 
Eine kombinierte Gabe von Cetuximab und Erlotinib zu TGF-α reduzierte die 
DNA-Fragmentierung gegenüber der BPDE-Schädigung. Im Vergleich mit 
der alleinigen TGF-α-Gabe zeigte die Kombination von Cetuximab und Erlo-
tinib-Doppelgabe zu TGF-α sogar eine weitere signifikante Reduktion der 
DNA-Fragmentierung. Dies spiegelt die Ergebnisse neuster klinischer Stu-
dien wider. TGF-α scheint eine essentielle Rolle bei der Entwicklung von Mu-
tagen- und Chemoresistenz (speziell über MDR-Proteine) und der Prognose 
der Erkrankung zu spielen. Es werden weitere Studien benötigt, um den ge-
nauen Wirkmechanismus von TGF-α auf diese Resistenzmachanismen ver-
stehen zu können. TGF-α könnte ein Grund dafür sein, warum manche Pati-
enten sehr gut, andere wiederum unmerklich auf Anti-EGFR-Medikamente 
ansprechen, und dies würde Möglichkeiten in der gezielteren Behandlung 
von Kopf-Hals-Karzinompatienten eröffnen. 
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7.2 Abkürzungsverzeichnis 
%DNA % tail DNA 
ABC ATP-binding-cassette-Transporter 
ABCG2 ABC-Halbtransproter G2 
AP1 Aktivatorprotein 1 
ATP Adenosintriphosphat 
B[a]P Benzo[a]pyren 
BCRP Breast cancer resistance protein 
BEGM Bronchial Epithelial Growth Medium 
BPDE (Anti)Benzo[a]pyren-r-7, t-8-dihydrodiol-t-9,10epoxid 
C Cetuximab 
cMOAT Canalicular multispecific organic anion transporter 
CYP Cytochrom P 450 Oxidase 
DAG Diacyl-Glycerol 
DMEM Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
E Erlotinib 
EGF Epidermal growth factor 
EGFR Epidermal growth factor receptor 
EH Epoxid-Hydrolase 
EMEA European Medicines Agency – Europäische Arzneimittel-
behörde  
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERK Extrazellulär-signalregulierte Kinase 
FDA Food and Drug Administration  – US-amerikanische Ar-
zeneimittelbehörde 
GRB2 Growth factor receptor binding protein 2 
HB-EGF Heparin-binding-EGF-like-growth-factor 
HEPES N-2-Hydroxaethylpiperazin-N-2-ethansulfonsäure 
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HPLC High performance liquid chromatography –
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie  
IARC International Agency for Research on Cancer der WHO 
IgG Immunglobulin G 
IQR Interquartilsabstand 
mAb Monoklonaler Antikörper 
MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase 
MDR Multi Drug Resistance 
MRP Multidrug-resistance-associatetd-proteins 
OSAS Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom 
OTM Olive tail moment 
PAH Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe 
PBS Phosphatgepufferter Kochsalzlösung 
PI3 Phosphatidylinositol3-Kinase 
PIP2 Phosphatidylinositol4,5-bisphosphat 
PIP3 Phosphatidylinositol3,4,5-trisphosphat 
PLC Phospholipase C 
PS Prostaglandin-H-Synthase 
SG / GSH Glutathion 
SOS Son of sevenless 
STAT Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription 
TGF100 Transforming growth factor alpha 100 ng/ml 
TGF25 Transforming growth factor alpha 25 ng/ml 
TGF50 Transforming growth factor alpha 50 ng/ml 
TGF-α Transforming growth factor alpha 
TKI Tyrosinkinaseinhibitoren 
TRK Technische Richtkonzentration 
UPPP Uvulopalatopharyngoplastik 
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